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OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio multidisciplinar que apunte a generar y caracterizar en fase

sólida y en solución nuevos complejos de coordinación (química inorgánica)

usando  familias  de  compuestos  con  actividad  biológica  y/o  farmacológica

(química  bioinorgánica)  y  realizar  estudios  de  modificación  de  la  actividad

(farmacoquímica)  para  su  aplicación  como  drogas  alternativas  para  el

tratamiento de enfermedades como el cáncer y la hipertensión. 

Objetivos específicos

 Sintetizar  complejos  de  coordinación  de  biometales  (principalmente

vanadio  y  zinc)  con  fármacos  sintéticos  con  propiedades

antihipertensivas y de sustancias antioxidantes naturales.

 Determinar  la  estructura  de  los  nuevos  complejos  por   análisis

elemental,  estudios  de  descomposición  térmica  y  a  través  de

espectroscopias  FTIR,  Raman,  UV-vis,  RMN,  reflectancia  difusa  y

resonancia paramagnética de espín (EPR) en fase sólida. 

 Determinar  el  comportamiento  de  los  complejos  en  solución

fundamentalmente  en  condiciones  fisiológicas  (formación,  disociación,

estabilidad).  Estudio  estructural  de  los  mismos  en  solución  por

espectroscopías UV-vis, fluorescencia,  y EPR. 

 Medir  la  interacción  con  albúmina  sérica  bovina  mediante  técnicas

espectroscópicas (biodisponibilidad). 

 Evaluar  la   actividad  antioxidante  de  los  complejos  y  estudiar  las

capacidades antitumorales (viabilidad de células tumorales y normales

en cultivo). Mecanismos de acción. Generación de especies reactivas de

oxígeno  (EROs)  en  líneas  celulares  y  determinación  de  niveles  de

antioxidantes  naturales (glutatión),  para evaluar  el  daño celular.  Para

algunos complejos determinar los efectos antihipertensivos in vivo.

17
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Capitulo I. Introducción 

1. Enfermedades crónicas y estrés oxidativo 

Las enfermedades crónicas son de larga duración, afectan la cotidianidad de 

quien las padece y requieren un tratamiento continuo 1. Estos padecimientos 

incluyen diversas condiciones como enfermedades cardiovasculares, 

enfermedades pulmonares, cáncer, obesidad, diabetes, enfermedades renales 

o hepáticas, pero también podrían implicar infecciones prolongadas como el 

VIH, o inflamación persistente, como se manifiesta en las enfermedades 

inflamatorias intestinales (como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa) 2. 

Estas enfermedades generan una gran carga sobre los individuos, las familias, 

la sociedad y sobre los sistemas de atención sanitaria 3. 

Dependiendo de la fuente consultada, la definición de enfermedad crónica 

puede variar significativamente 4. Es por esta razón, que en algunas ocasiones 

se las denomina indistintamente como enfermedades no transmisibles (ENT) 
5,6, excluyendo así, a aquellas enfermedades de carácter infeccioso de larga 

duración.  

La mayoría de los países industrializados y muchos en vías de desarrollo 

tienen como principal causa de muerte a estas afecciones 6. La Figura I-1 

muestra la carga total de enfermedades por causa en Argentina. Se ha 

encontrado una correlación directa entre el estatus socioeconómico y el estado 

de salud, ya que la mortalidad por ENT es más alta en naciones de ingresos 

bajos y medios. Incluso en países de ingresos altos, estas enfermedades 

tienen mayor incidencia sobre personas con menor estatus socioeconómico 5. 

Las enfermedades no transmisibles representan aproximadamente siete de 

cada diez muertes a nivel mundial 7. Dos tercios de la mortalidad mundial en 

2016 fueron atribuibles a las enfermedades crónicas y el riesgo de morir 

prematuramente (con menos de 70 años) a causa de una de estas 

enfermedades en los países de ingresos bajos y medios es del doble que en 

los países ricos 8. 

Estas enfermedades se han convertido en un problema de salud pública 

alrededor del mundo que está aumentando rápidamente con una población 

creciente y que envejece 2, y se relacionan directamente con factores de riesgo 
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asociados al consumo de alimentos con alto contenido de grasas saturadas, sal 

y azúcares, un bajo consumo de frutas, verduras, fibra y ácidos grasos omega-

3; un estilo de vida sedentario, además del consumo de tabaco y alcohol no 

moderado 9,10.  

Si bien, las enfermedades crónicas se producen por diversas causas, 

relacionadas principalmente con el estilo de vida, la herencia genética o la 

edad, existe una falta de comprensión acerca de la progresión de estos 

padecimientos a lo largo de la vida de una persona. No obstante, un factor 

común implicado en la mayoría de estos es el estrés oxidativo 11,12. 

 

Figura I-1. Carga total de enfermedad por causa en Argentina, 1990 a 2019. Adaptado de 

Burden of Disease. Roser et al., 2021 13. 

El envejecimiento es un factor de riesgo común e inmodificable en la mayoría 

de las enfermedades crónicas, este se caracteriza por la disfunción progresiva 

de tejidos y órganos. La teoría del estrés oxidativo sugiere que el deterioro 

funcional relacionado con el envejecimiento es resultado de la acumulación de 

daños causados por las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (ERONs), 

es por esto que además, las enfermedades crónicas se relacionan con la 

inflamación crónica y la disfunción mitocondrial 14.  

Por ejemplo, en la diabetes tipo 2 (DT2), se cree que el estrés oxidativo 

estimula respuestas protrombóticas, lo que provoca complicaciones 

cardiovasculares 14–16. Asimismo, la aterosclerosis, que está estrechamente 

relacionada con la enfermedad cardiovascular, se asocia con el estrés oxidativo 
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como mecanismo etiopatológico 14,17. Igualmente, se cree que el estrés 

oxidativo desempeña un papel esencial en el progreso de la enfermedad renal 

crónica (ERC), a través del daño glomerular y la isquemia renal e, 

indirectamente, a través de los efectos de la hipertensión, la inflamación y la 

disfunción endotelial 14,18. Además, se cree que el estrés oxidativo, relacionado 

con la inflamación, desempeña un papel considerable en la patogénesis del 

cáncer, ya que las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, junto con las 

citoquinas proinflamatorias, activan la expresión de genes implicados en la 

proliferación celular. Esto conduce a la división celular descontrolada y a la 

pérdida de la apoptosis de células cancerosas 14,19. Sumado a ello, la 

inflamación crónica también está asociada con la angiogénesis, la cual se 

vincula estrechamente con el cáncer 14,20,21. También se ha demostrado que el 

estrés oxidativo desempeña un papel fundamental en la fisiopatología del 

sistema nervioso central, lo que conduce a trastornos neurológicos como el 

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington, así 

como a la demencia vascular que se presenta clínicamente como la pérdida 

progresiva de la memoria y alteraciones del movimiento 14,22–24. 

Así pues, dada la estrecha relación entre el envejecimiento, la inflamación y el 

estrés oxidativo, se ha propuesto la idea de que el envejecimiento se relaciona 

con la pérdida de homeostasis, la cual es desencadenada por el estrés 

oxidativo sostenido ocasionando la acumulación de daños inducidos por las 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, estos daños, afectan especialmente 

a los sistemas regulatorios, como el nervioso, endócrino e inmune. La 

activación del sistema inmunológico induce un estado inflamatorio que crea un 

círculo vicioso en el que el estrés oxidativo crónico y la inflamación se 

favorecen mutuamente, y consecuentemente, aumentan la morbilidad y 

mortalidad de las enfermedades vinculadas directamente al envejecimiento, 

como las enfermedades crónicas, o no transmisibles, mencionadas 

anteriormente 17. 

2. Estrés oxidativo 

El concepto de “estrés oxidativo” fue introducido en 1985 por Helmut Sies, y fue 

definido como “un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de los 
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oxidantes, lo que conduce a la alteración de la señalización y el control redox 

y/o daño molecular” (figura I-2) 25. Desde entonces, ha supuesto un importante 

campo de investigación que abarca desde la bioquímica y la biología celular 

hasta las ciencias nutricionales, la medicina ambiental y la medicina redox 

basada en el conocimiento molecular 26. El estudio de la biología redox se ha 

desarrollado ampliamente, pues en un principio se centraba en la correlación 

entre el estrés oxidativo y diferentes patologías. Sin embargo, con el tiempo se 

ha comprendido la importancia de las reacciones redox en la homeostasis 

celular, la regulación de funciones biológicas y su participación en diferentes 

procesos fisiológicos 27–29. 

 

Figura I-2. Estrés oxidativo según la definición de Sies 25. Creado con BioRender.com 30. 

A los niveles fisiológicos de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno 

(ERONs) se los denomina “estrés oxidativo” o “estrés bueno” y se caracteriza 

por niveles bajos a moderados de oxidantes que participan de manera 

controlada en diversas vías de señalización y procesos bioquímicos. Por el 

contrario, niveles elevados de ERONs, generados a partir de fuentes 

endógenas y/o exógenas dan como resultado una condición perjudicial 

denominada como estrés oxidativo “estrés malo”, que ocasiona respuestas 

celulares desreguladas y daño a componentes celulares importantes 31. 

Las especies reactivas de oxígeno son actores importantes en la proliferación, 

diferenciación, migración, apoptosis y necrosis celular por lo que se necesitan 

niveles bajos a intermedios de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno para 

el mantenimiento de muchas funciones fisiológicas importantes, la homeostasis 

redox y la regulación de factores de transcripción clave 17,31.  
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El cuerpo humano mantiene un delicado equilibrio redox al regular la 

concentración de ERONs, a través de mecanismos antioxidantes que 

involucran proteínas y enzimas, como el glutatión, las tioredoxinas o la 

superóxido dismutasa, entre otros 32. Sin embargo, si el sistema antioxidante no 

puede neutralizar dichas especies reactivas o radicales libres 33, pueden 

desencadenarse una serie de reacciones caracterizadas por la oxidación y 

daño a macromoléculas tales como, ácidos nucleicos, proteínas y lípidos 34, lo 

que puede resultar en la destrucción de la membrana celular, la inhibición de la 

acción de enzimas clave, la interrupción de procesos celulares esenciales para 

el correcto funcionamiento del cuerpo, la alteración del ciclo y la división 

celular, y la obstrucción en la generación de energía 35. 

2.1. Especies reactivas y radicales libres 

Las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno son radicales libres y moléculas 

reactivas derivadas de especies moleculares de oxígeno y nitrógeno. Los que 

se generan con mayor frecuencia son los radicales hidroxilo (HO·), peróxido de 

hidrógeno (H2O2), óxido nítrico (NO·), peróxidos (O2
2-), peroxinitrito (ONOO-), 

oxígeno singlete (1O2) y superóxido (O2·-) 36. Las ERONs son altamente 

reactivas debido a la presencia de electrones desapareados en la capa de 

valencia o enlaces no estáticos 37.   

Los radicales libres se pueden describir como cualquier átomo, molécula o 

fragmento de los mismos, que posea al menos un electrón desapareado y 

presente, en cierta medida, una existencia autónoma 38. Los radicales libres 

pueden poseer carga positiva, negativa o no tener (radicales neutros). Pueden 

generarse por la adición de un electrón a un átomo o molécula neutra, o por la 

pérdida de un electrón de un átomo o molécula neutra 39:  

A + e-  A•- 

B – e-  B•+ 

También pueden generarse por la homólisis (también conocida como fisión 

homolítica o fisión radical) de enlaces covalentes, que pueden dar lugar a la 

formación de subproductos reactivos intermedios. Esta ruptura homolítica 
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(produce dos radicales libres) requiere energía como calor, luz ultravioleta o 

radiación ionizante 39.  

Los radicales libres son especies extremadamente reactivas, y en 

consecuencia, de vida corta. Su gran reactividad química se asocia con la 

energía de combinación disponible del electrón impar, y sus reacciones, 

siempre que sea posible, resultan en la formación completa de pares 

electrónicos 40. Es por esto, que los radicales libres intentan unirse con otras 

moléculas, átomos o incluso electrones individuales, para generar un 

compuesto estable, para ello pueden donar o aceptar un electrón de otras 

moléculas, comportándose como agentes oxidantes o reductores 41. Poseen la 

tendencia natural a dar inicio y participar de procesos oxidativos que ocurren 

durante reacciones en cadena que involucran varias etapas 37,39: 

 Iniciación: creación inicial de los radicales libres. Por lo general, se trata 

de una escisión hemolítica (produce un radical libre y un ion) con la 

ayuda de calor, rayos UV o catalizadores metálicos. 

 Propagación: los radicales libres se generan y regeneran 

repetidamente como resultado de la reacción en cadena. 

 Terminación: dos radicales libres reaccionan entre sí para formar un 

producto estable y no radical. 

Ya que los radicales libres contienen un electrón desapareado, son electrófilos 

y atacan sitios de mayor densidad electrónica, que suelen estar presentes en 

compuestos con átomos de nitrógeno, como proteínas o ácidos nucleicos; y en 

enlaces dobles carbono-carbono, como en fosfolípidos o ácidos grasos 

poliinsaturados 39,42.  

Las especies reactivas más relevantes en términos biológicos son aquellas 

centradas en oxígeno, denominados como especies reactivas de oxigeno 

(EROs), y las moléculas centradas en nitrógeno, designadas como especies 

reactivas de nitrógeno (ERNs), ya mencionadas 39,43. Estas especies pueden 

ser a su vez clasificadas en dos grupos de compuestos, radicales y no 

radicales. Las especies no radicales se agrupan dentro de las ERONs ya que 

pueden conducir fácilmente a reacciones oxidativas en los sistemas vivos o 
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conducir a la formación de radicales libres 44, esta distinción entre especies 

radicales y no radicales ayuda a comprender su comportamiento químico y su 

impacto en los sistemas biológicos.  

2.1.1. Especies reactivas de oxígeno 

El oxígeno es un elemento esencial para la vida en la tierra, su participación en 

la oxidación controlada de moléculas que contienen carbono es fundamental 

para la generación de energía, un proceso vital para la supervivencia de los 

sistemas aeróbicos. Sin embargo, la naturaleza oxidativa del oxígeno 

representa una paradoja: a la vez que es indispensable para la vida, puede ser 

responsable del daño celular a través de eventos oxidativos 39. 

Las especies reactivas de oxigeno son una variedad de compuestos químicos, 

derivados principalmente del oxígeno molecular (O2), que se produce y 

consume por múltiples procesos bioquímicos. El oxígeno molecular es una 

molécula birradical porque tiene dos electrones desapareados en su capa de 

valencia. Cuando uno de los electrones desapareados gana más energía, el 

electrón se excita y cambia su espín; este proceso resulta en la formación de 

un potente dioxígeno reactivo llamado oxígeno singlete (1O2). Los sistemas 

biológicos producen aniones superóxidos (O2
•-), los cuales se producen por la 

acción de varias oxidasas al reducir un electrón del oxígeno molecular. El 

radical O2
•- es un anión pequeño, altamente soluble en agua, central en la 

biología redox celular y se considera el precursor principal de la mayoría de las 

EROs 45. 

Las EROs como el superóxido (O2
•-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2) se 

generan de manera natural en las células como subproductos del metabolismo 

celular, como en los complejos I y III en la cadena de transporte de electrones 

en las mitocondrias o en las NADPH oxidasas (NOX) en las membranas 

celulares, también en las oxidasas centradas en flavina en los peroxisomas y el 

retículo endoplásmico, o en la β-oxidación de ácidos grasos en los peroxisomas 
46,47 (Figura I-3).  
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Figura I-3. Fuentes endógenas comunes de radicales libres 39. Creado con BioRender.com 30. 

Las principales fuentes de EROs en las células incluyen 46,47: 

 Mitocondrias: Las mitocondrias son una fuente importante de producción de 

EROs, particularmente durante el proceso de fosforilación oxidativa en la 

cadena de transporte de electrones. 

 NADPH oxidasas (NOX): Estas enzimas están especializadas en generar 

EROs como parte de su función normal, desempeñando un papel en la 

señalización celular y los mecanismos de defensa frente a 

microorganismos. 

 Retículo endoplásmico (RE): el RE también es una fuente importante de 

EROs, particularmente peróxido de hidrógeno (H2O2), que se produce 

durante los procesos de plegamiento oxidativo. 

 Peroxisomas: estos orgánulos participan en diversos procesos metabólicos, 

incluida la degradación de ácidos grasos, que pueden conducir a la 

producción de EROs. 

 Fagocitos: las células inmunes como los neutrófilos y los macrófagos 

producen EROs como parte de sus mecanismos de defensa contra 

patógenos. 
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 Xantina oxidasa: esta enzima genera EROs como subproducto del 

metabolismo de las purinas. 

Además, la generación de EROs puede desencadenarse por factores externos, 

pudiendo ser físicos o químicos, dentro de los factores físicos se encuentra la 

radiación ionizante y las altas temperaturas; los factores químicos comprenden 

algunos agentes farmacológicos, toxinas, humo de cigarrillo y metales pesados 
48. Un buen ejemplo de factor ambiental que genera EROs es la exposición a la 

radiación de alta energía, que causa la ionización de partículas y, por lo tanto, 

es capaz de producir efectos tanto térmicos, como no térmicos (genéticos) 

(como la radiación ultravioleta) 49. Adicionalmente, algunas EROs como el H2O2 

pueden producirse en respuesta a señales externas como hormonas y factores 

de crecimiento (Esquema I-1)  50.  

 

Esquema I-1. Fuentes exógenas más comunes de radicales libres 39. 

Las mitocondrias son la fuente principal de EROs en las células de los 

mamíferos. La producción de EROs dentro de las mitocondrias puede ocurrir 

en la membrana externa, en la membrana interna o dentro de la matriz. Las 
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mitocondrias aisladas producen peróxido de hidrógeno, que se forma por la 

dismutación del O2
•- dentro de estas 36. 

Las EROs actúan como moléculas de señalización celular y regulan diversos 

procesos fisiológicos, lo que las convierte en actores críticos en el 

mantenimiento de la homeostasis celular y la respuesta a diferentes estímulos 
51,52.  

El peróxido de hidrogeno en concentraciones fisiológicas (10-9 M) actúa como 

una molécula de señalización redox esencial en las células. La señalización a 

través del H2O2 está vinculada a procesos celulares como la activación o 

represión de factores de transcripción y expresión génica, la muerte celular 

programada, la regulación de cascadas de fosforilación, la regulación del ciclo 

celular, la diferenciación, la proliferación, migración y adhesión celular, el 

metabolismo energético, el desarrollo embrionario, las reorganizaciones del 

citoesqueleto y la función inmunológica 53,54. 

Las EROs pueden activar diversas vías de señalización como cascadas de 

quinasas: MAPK, PI3K y ASK1 que desempeñan funciones cruciales en 

diversos procesos celulares, incluido el crecimiento celular, la supervivencia, la 

proliferación y la apoptosis; factores de transcripción como Nrf2, HIF-1α, AP-1, 

NF-κB y CEBPD que están involucrados en la regulación fina de la expresión 

génica en respuesta a señales ambientales y celulares, contribuyendo a la 

homeostasis y adaptación celular; las EROs también pueden activar enzimas 

como SIRT1 que regula los factores de transcripción FoxO y p53 involucrados 

en la regulación de la expresión de genes que controlan la progresión del ciclo 

celular, la apoptosis, la respuesta al estrés oxidativo y la longevidad 46. La 

señalización redox a través del H2O2 ocurre principalmente mediante la 

oxidación reversible de los residuos tiol de cisteína de las proteínas (RS−) para 

formar ácidos sulfénicos (RSOH) 55,56.  

Los grupos tiol de los residuos de cisteína de proteínas reguladoras específicas 

han sido implicados en la señalización redox para aumentar la expresión de 

genes que codifican componentes del sistema de defensa. Tales sistemas se 

han encontrado en bacterias, hongos, plantas y animales. Las especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno generalmente oxidan de manera reversible los 
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grupos tiol en varios pasos, debido a los múltiples estados de oxidación del 

azufre, que van desde -2 hasta +6 57. 

Habitualmente en los laboratorios se miden los grupos carbonilo formados en la 

oxidación de proteínas como indicativo de las modificaciones inducidas por las 

EROs, junto con los derivados oxidados de lípidos y ácidos nucleicos 57. 

Como ya fue mencionado, un exceso de EROs no sólo causa mutaciones 

genómicas sino que también induce una modificación oxidativa irreversible de 

proteínas (oxidación y peroxidación de proteínas), lípidos y glicanos (productos 

finales de lipoxidación y glicación avanzada), perjudicando su función, y 

promoviendo enfermedades o la muerte celular 58. En la Tabla I-1 se muestran 

las especies reactivas de oxígeno generadas en los procesos bioquímicos. 

Tabla I-1. Especies reactivas de oxígeno. Adaptado de Tvrda y Benko., 2020 39. 

Especies radicales Especies no radicales 
Nombre Formula Nombre Formula 

Superóxido O2
•- Peróxido de hidrogeno H2O2 

Radical hidroxilo HO• Ácido hipocloroso HOCl 
Radical peroxilo ROO• Ácido hipobromoso HOBr 
Radical alcoxilo RO• Ozono O3 

Radical hidroperoxilo HO2
• Oxigeno singlete 1O2 

Radical lipídico peroxilo LOO• Peróxido lipídico LOOH 
 

2.1.2. Especies reactivas de nitrógeno 

De manera similar a las EROS, el término especies reactivas de nitrógeno 

(ERNs) se ha acuñado para incluir el óxido nítrico (NO•), el peroxinitrito, el 

radical dióxido de nitrógeno (NO2
•) y otros óxidos de nitrógeno o especies 

reactivas que contienen nitrógeno. Debido a que las ERNs son especies que 

contienen casi exclusivamente oxígeno, por definición también pueden 

clasificarse como EROs 57. Por esta razón, en diversas fuentes se utiliza la 

expresión “especies reactivas de oxígeno” (EROs) para referirse tanto a 

aquellas centradas en oxígeno como en nitrógeno.  

La principal molécula radical centrada en nitrógeno (ERN) es el radical óxido 

nítrico (NO•), el cual se genera mediante la conversión de L-arginina a L-

citrulina en presencia de O2 (ecuación 1). Esta reacción es catalizada por una 
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familia de enzimas que contienen hierro llamadas óxido nítrico sintasas u óxido 

nítrico sintetasas (ONS) 45. El radical NO• también puede ser generado por la 

reducción de nitritos por acción de diversas reductasas 57. 

2 L-arginina + 3 NADPH + 3 H+ + 4O2 ⇄ L-citrulina + 2 NO• + 4 H2O + 3 NADP+ (1) 

El radical óxido nítrico es una molécula lipofílica no cargada que contiene un 

solo electrón desapareado, lo que la hace reactiva con otras moléculas como el 

oxígeno, los radicales superóxido y el glutatión. Aunque el NO• no es un radical 

muy reactivo, puede formar otros intermediarios reactivos 37. 

Cuando el radical NO• reacciona con el radical O2
•- a baja presión de oxígeno 

resulta en la formación de peroxinitrito (ONOO-), la forma más reactiva de ERN. 

Además, cuando el H2O2 interactúa con el radical NO•, resulta en la formación 

de HO• 45,57. 

El radical óxido nítrico (NO•) modifica directamente al ADN e inactiva las 

enzimas que lo reparan. El NO• es una molécula señalizadora muy reactiva y 

es un regulador importante de las funciones celulares 37. 

A pH fisiológico, el peroxinitrito (ONOO-) es un oxidante más fuerte que el O2
•- o 

el NO•, y oxida lípidos, proteínas, aminoácidos nitrados y el ADN 59,60. El 

peroxinitrito es citotóxico y provoca lesiones en los tejidos, oxidando las 

lipoproteínas de baja densidad. La importancia del ONOO- como oxidante 

biológico radica en su alta difusibilidad a través de las membranas celulares. 

Esta molécula puede causar oxidación directa de proteínas y 

oxidación/modificación de las bases nitrogenadas del ADN, actuando como un 

oxidante hidroxilo-símil 37.  

Por otro lado, el dióxido de nitrógeno (NO2⋅) se forma a partir de la reacción del 

radical peroxilo (ROO•) y NO•. El radical NO2⋅ inicia la peroxidación de lípidos 

para la producción de radicales libres y también oxida el ácido ascórbico 37,61.  

El metabolismo bioquímico y la formación de ERNs también se logra por la 

acción de otras enzimas, incluyendo la xantina oxidorreductasa (XOR) y la 

lactoperoxidasa LPO 45,57. En la Tabla I-2 se resumen las especies reactivas de 

nitrógeno generadas en los procesos bioquímicos. 



33 
 

Tabla I-2. Especies reactivas de nitrógeno. Adaptado de Tvrda y Benko., 2020 39. 

Especies radicales Especies no radicales 
Nombre Formula Nombre Formula 

Óxido nítrico NO• Ácido nitroso HNO2 
Dióxido de nitrógeno NO2

• Catión nitrosilo NO+ 
  Anión nitroxilo NO- 

  Tetróxido de dinitrógeno N2O4 
  Trióxido de dinitrógeno N2O3 
  Peroxinitrito ONOO- 
  Ácido peroxinitroso ONOOH 
  Catión nitronio (nitrilo) NO2

+ 
  Cloruro de nitrilo NO2Cl 
  Peroxinitrito de alquilo ROONO 

 

El radical óxido nítrico (NO•) ejerce efectos biológicos a través de la interacción 

directa y reversible con blancos específicos o mediante la generación de 

especies secundarias, muchas de las cuales pueden oxidar, nitrosar o nitratar 

biomoléculas (Figura I-4) 62.  

 

Abreviaturas: (O2
•-) = superóxido; (ONOO-) = peroxinitrito; (HbO2) = oxihemoglobina; (NO3

-) = nitrato; (O2) 
= oxígeno; (NO2

•) = dióxido de nitrógeno; (HNO) = nitroxilo; (Fe(II)L2) = hierro(II) ligado; (DNICs) = 
complejos de hierro dinitrosilo; (RS•) = radical tiilo; (RSNO) = S-nitrosotiol; (N2O3) = trióxido de dinitrógeno; 
(Tyr•) = radicales tirosilo; (NO2–Tyr) = 3-nitrotirosina. 

Figura I-4. Radical óxido nítrico y sus derivados de relevancia biológica. Tomado de Möller et 

al., 2019 62. 
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La formación de agentes oxidantes derivados del radical NO• está relacionada 

con la inflamación, en la que el incremento de NO• confluye con la formación de 

O2
•- y otros oxidantes. La alta reactividad de las especies generadas por esta 

confluencia, por ejemplo HO• y ONOO-, las convierte en un recurso 

fundamental de las células inmunitarias para hacer frente a los 

microorganismos 62,63. 

Las ERNs interactúan con grupos tiol de proteínas o cisteína libre, o 

compuestos de masa molecular baja como el tripéptido glutatión. Tales 

interacciones se denominan nitrosilación-S. Si las proteínas están sujetas a 

este proceso, pueden perder su actividad funcional, especialmente si los 

grupos tiol modificados se encuentran en sus sitios activos o alostéricos. Sin 

embargo, la nitrosilación-S, al ser un proceso reversible, puede ser beneficiosa 

porque puede proteger los grupos tiol de las proteínas durante eventos 

oxidativos. Cuando la célula vuelve a condiciones normales, la eliminación del 

óxido nítrico puede llevar a la restauración de la actividad funcional de los 

objetivos modificados 57.  

Los derivados S-nitroso de proteínas y otros compuestos tiol, como el glutatión, 

son firmas comúnmente utilizadas de la presencia de óxido nítrico (NO•) en 

sistemas biológicos. El peroxinitrito (ONOO-), es un oxidante cuya presencia se 

registra con frecuencia mediante la medición del contenido de nitrotirosina y 

ditirosina (biomarcadores) 57. 

2.2. Características y comportamiento de ERONs 

Las ERONs ocasionan efectos específicos y no específicos en sistemas 

biológicos. En muchas ocasiones, se podría pensar que el efecto depende de 

la concentración, sin embargo, esto es incorrecto. Los resultados de la 

interacción de las ERONs con los objetivos celulares dependen de su 

naturaleza, los objetivos en sí mismos y el microentorno. Sin embargo, casi 

todos los compuestos celulares pueden ser atacados por el radical hidroxilo 

(HO•) 57. A continuación, en la Tabla I-3, se muestran algunas características 

de los radicales libres más comunes 39: 
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Tabla I-3. Características de algunas especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. 

Radical Características 

Superóxido (O2
•-) 

 Generado a través de procesos enzimáticos, auto 
oxidación o transferencias de electrones no enzimáticas. 

 Producido principalmente dentro de las mitocondrias por 
varias enzimas. 

 La reactividad con moléculas no radicales depende del 
pH. 

Hidroxilo (HO•) 
 Uno de los radicales libres más reactivos y dañinos. 
 Puede reaccionar con una amplia gama de 

biomoléculas, provocando daño oxidativo. 

Óxido nítrico (NO•) 

 Desempeña un papel en la transducción de señales y la 
comunicación intercelular 

 Implicado en la regulación del tono vascular y la 
adhesión plaquetaria. 

Peroxinitrito (ONOO-) 
 Formado por la reacción entre superóxido y óxido 

nítrico. 
 Implicado en daño oxidativo y lesión celular. 

Radical lipídico 
peroxilo (LOO•) 

 Generado durante los procesos de peroxidación lipídica. 
 Puede iniciar reacciones en cadena que conducen a 

daño celular 
 

El radical superóxido O2
•- se genera mediante la reducción incompleta de 

oxígeno en la cadena de transporte de electrones mitocondrial o como producto 

específico de reacciones enzimáticas. Posee carga negativa y, por tanto, es 

relativamente impermeable a las membranas celulares. Tiene una vida media 

comparativamente larga (1 μs), lo que permite su difusión dentro de las células 

y la interacción con varios objetivos celulares. Estudios en células endoteliales 

indican que la concentración celular en estado estacionario de O2
•- se 

encuentra en el rango de picomolar a nanomolar. La dismutación de O2
•-, tanto 

espontánea como catalizada por la superóxido dismutasa (SOD), constituye la 

principal fuente de H2O2 en las células musculares (2 O2
•- + 2H+ → H2O2 + O2). 

El H2O2 es permeable a las células y relativamente estable con una vida media 

de segundos a minutos. En comparación con otras EROs, el H2O2 es un agente 

oxidante relativamente débil, pero en presencia de hierro(III) puede convertirse 

en el radical hidroxilo (HO•), altamente reactivo y citotóxico 64.   

En una sucesión de reacciones llamadas Haber-Weiss y Fenton, los radicales 

hidroxilo son generados a partir de peróxido de hidrógeno en presencia de 
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cationes como Fe(III) o Cu(II), los que son reducidos previamente por el anión 

superóxido 65: 

Fe3+ + O2
•-  Fe2+ + O2 (Reacción de Haber-Weiss) 

Fe2+ + H2O2  Fe3+ + OH- + HO• (Reacción de Fenton) 

Para desarrollar efectos nocivos, una especie reactiva primaria, como el radical 

O2
•-, reacciona con otra o con un metal de transición, produciendo especies 

secundarias altamente reactivas, como ONOO- o HO·. Las ERONs secundarias 

son catalíticamente muy activas, no están estrictamente controlados y en 

consecuencia, no pueden actuar como transductores de señales. Por el 

contrario, las ERONs primarias están bien controladas, sus reacciones con los 

objetivos son reversibles y no dañan las moléculas objetivo, esto las hace 

ideales para procesos de señalización intracelular 66. 

El radical hidroxilo (HO•) es una ERO secundaria, el oxidante más potente y 

uno de los radicales libres naturales más reactivos conocido. Tiene una vida 

media muy corta y, por lo tanto, reacciona con moléculas en el lugar de su 

formación 67. Su velocidad de reacción con otras moléculas es alta, 

aproximadamente de 109 a 1010 M-1 x s-1 68,69.  

La exposición de los ácidos nucleicos al radical hidroxilo (HO•) produce una 

amplia variedad de productos. Debido a su carácter electrofílico, el radical HO• 

se adhiere preferentemente a los sitios con mayor densidad electrónica, como 

las bases nitrogenadas (purinas y pirimidinas). La desoxirribosa y la ribosa 

también pueden ser afectadas por este radical, lo que puede llevar a roturas en 

las hebras del ADN 69,70.  

Igualmente, la peroxidación lipídica puede iniciarse por la adición del radical 

HO• a un doble enlace o mediante la extracción de un átomo de hidrógeno de 

un grupo metileno en un ácido graso poliinsaturado. Como resultado se forma 

un radical lipídico (L•), posteriormente se da la formación del radical peroxilo 

lipídico (LOO•), este a su vez puede reaccionar con un ácido graso adyacente 

para producir peróxido lipídico (LOOH) y un segundo radical lipídico (L•). El 

LOOH puede reaccionar con metales de transición para generar radical alcoxilo 

lipídico (LO•). Los radicales alcoxilo y peroxilo estimulan las reacciones en 
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cadena características de la peroxidación lipídica 69,71,72. Este proceso reduce 

la fluidez de la membrana, aumentando su "permeabilidad" por sustancias que 

normalmente no la atraviesan, provocando una pérdida adicional en su 

integridad 69,71,73. 

El radical HO• también puede interactuar con diversas proteínas. El daño 

oxidativo a las proteínas es complejo y puede afectar el funcionamiento de 

receptores, anticuerpos, transducción de señales, proteínas de transporte y 

enzimas, por ejemplo, el aminoácido metionina puede oxidarse a sulfóxido de 

metionina, y posteriormente a sulfona. Las cadenas polipeptídicas pueden sufrir 

la abstracción de hidrogeno, formación de radicales de carbono, y el enlace 

peptídico puede verse comprometido; estos eventos pueden verse amplificados 

por la presencia de metales de transición, además, la lisina puede reaccionar 

con los productos de la peroxidación lipídica u oxidación de azúcares 69. 

Las ERONs ejercen efectos específicos al interactuar con grupos reactivos en 

proteínas sensoras o sensibles, lo que a su vez modula la respuesta celular al 

estrés oxidativo. Los grupos tiol de la cisteína y los centros [Fe-S] son blancos 

relevantes para las ERONs y participan en la regulación de dicha respuesta 57. 

Como ya fue mencionado, los efectos de las ERONs son variados y dependen 

mayormente de las condiciones dadas en cada reacción. Sin embargo, es 

correcto afirmar que las ERONs ejercen un efecto dual en el metabolismo 

celular, ya que a niveles bajos/moderados participan en muchas actividades de 

control redox a favor de la homeostasis celular. Por el contrario, niveles 

elevados causan daño a proteínas, ácidos nucleicos, lípidos, membranas y 

orgánulos, que puede conllevar a efectos nocivos a nivel celular o incluso a 

nivel sistémico 74,75.  

2.3. Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo 

El oxígeno es indispensable para el metabolismo y la producción de energía en 

casi todas las formas de vida. Muchos procesos biológicos naturales de nuestro 

cuerpo, como respirar, digerir alimentos, metabolizar el alcohol y convertir las 

grasas en energía, producen radicales libres. Sin embargo, estas especies 

reactivas pueden causar daños a células, tejidos y órganos. En respuesta a 

esta amenaza, los organismos utilizan diversos tipos de defensas 
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antioxidantes, como enzimas junto con sus sistemas de respaldo y 

antioxidantes de baja masa molecular; sistemas de eliminación de daños y 

sistemas de reparación o reemplazo para disfrutar de la vida en un ambiente 

rico en oxígeno 35,76,77. 

Un antioxidante es cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina el daño 

oxidativo a una molécula objetivo 77,78. Estos controlan la autoxidación 

interrumpiendo la propagación de radicales libres o inhibiendo la formación de 

radicales libres mediante diferentes mecanismos. Los antioxidantes más 

eficaces son aquellos que poseen la capacidad de interferir con las reacciones 

en cadena de los radicales libres. Pueden contener anillos fenólicos o 

aromáticos que permiten a estos antioxidantes donar H• a los radicales libres 

formados durante la oxidación. Luego, el radical intermedio se estabiliza 

mediante la deslocalización por resonancia del electrón dentro del anillo 

aromático 79. 

Las defensas antioxidantes se clasifican según su actividad como antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos. Los antioxidantes enzimáticos funcionan al 

convertir los productos metabólicos oxidados en sustancias inofensivas a 

través de varios pasos que involucran cofactores como hierro, zinc, cobre y 

manganeso. Por otro lado, los antioxidantes no enzimáticos interceptan y 

terminan las reacciones en cadena de los radicales libres 80. 

2.3.1. Antioxidantes enzimáticos 

Los principales antioxidantes enzimáticos son las superóxido dismutasas 

(SOD), la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GSH-Px). Además de estas 

enzimas principales, otros antioxidantes incluyen la hemo oxigenasa-1 y 

proteínas redox, como las tiorredoxinas, peroxirredoxinas y glutarredoxinas 

(Tabla I-4). Dado que el radical superóxido es la principal especie reactiva de 

oxígeno producida desde diversas fuentes, su dismutación por la SOD es de 

importancia primordial para cada célula. La SOD posee cuatro formas: CuZn-

SOD, Mn-SOD, Ni-SOD y Fe-SOD 65. 

El peróxido de hidrógeno (H2O2), generado por la actividad de las SOD o 

mediante la acción de enzimas como la xantina oxidasa, experimenta su 



39 
 

reducción a agua gracias a la intervención de la catalasa y la GSH-Px. Esta 

última es una de las enzimas responsable por la reducción de los 

hidroperóxidos lipídicos en alcoholes lipídicos no tóxicos, generados como 

consecuencia de la peroxidación lipídica en las membranas celulares 65,81. 

El control de los niveles de H2O2 está estrechamente asociado con varias 

enzimas que contienen tioles como, peroxirredoxinas (PRXs), glutarredoxinas y 

sus sistemas de respaldo como las glutatión peroxidasas, tiorredoxina 

reductasas (TRX1 y TRX2), así como por la catalasa 65,82. 

Común a estos antioxidantes es la necesidad de nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) como equivalente reductor. La NADPH sirve 

como cofactor para las enzimas antioxidantes, las parejas NADP+/NADPH y 

NAD+/NADH son esenciales para mantener una gran variedad de procesos 

biológicos, incluido el estado redox celular, el metabolismo energético y la 

función mitocondrial, ya que mantiene la catalasa en su forma activa y es 

utilizado como cofactor por TRXs y la reductasa de GSH 65,83. 

Tabla I-4. Función principal de algunas defensas antioxidantes enzimáticas. 

Enzima Símbolo Función Principal 

Catalasa CAT Descompone peróxido de hidrógeno en agua y 
oxígeno. 

Superóxido 
dismutasa SOD Convierte el radical superóxido en peróxido de 

hidrógeno y oxígeno. 
Glutatión 

peroxidasa GSH-Px Detoxificación de peróxidos utilizando glutatión. 

Glutatión 
reductasa  GR 

Cataliza la reducción del glutatión oxidado a 
glutatión reducido, esencial para la actividad de la 
GPx. 

Peroxirredoxinas Prx Reducen peróxidos orgánicos utilizando tioles. 
Glutation-S-
transferasas GST Participan en la conjugación de glutatión con 

compuestos tóxicos, facilitando su excreción. 
 

Por otra parte, las glutatión S-transferasas (GST), otra familia de enzimas 

antioxidantes han sido consideradas como parte de la defensa celular contra 

numerosas sustancias químicas nocivas producidas endógenamente o en el 

medio ambiente, ya que inactivan metabolitos secundarios como aldehídos 

insaturados, epóxidos e hidroperóxidos, estas enzimas ejercen su función 

mediante la adición de glutatión (GSH) a electrófilos 65,84. 
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2.3.2. Antioxidantes no enzimáticos  

Los sistemas de defensa antioxidantes no enzimáticos consisten en 

compuestos de bajo peso molecular, como el ácido ascórbico (vitamina C) y el 

glutatión (GSH), que son activos en fase acuosa, y son encontrados 

principalmente en compartimentos citosólicos, mitocondriales y nucleares, 

mientras que los antioxidantes lipófilos (como el α-tocoferol y el β-caroteno) se 

hallan en las membranas celulares, donde inhiben las reacciones en cadena de 

la peroxidación lipídica 85,86. 

Estos agentes antioxidantes son secuestrantes o captadores (scavengers) y 

cumplen la función tanto de trampas químicas para radicales libres oxidantes y 

especies activadas de oxígeno, como de extintores (quenchers) físicos para 

especies excitadas. Los productos resultantes de la interacción de estos 

agentes captadores con los radicales libres pueden descomponerse mediante 

dismutación, recombinación o reducción por medio de captadores secundarios. 

Por ende, ya no actuarían como iniciadores de reacciones en cadena 

descontroladas. Debido a esto, los antioxidantes no enzimáticos de bajo peso 

molecular como minerales, vitaminas, carotenoides, cofactores, glutatión y 

polifenoles resultan cruciales para los mecanismos de defensa antioxidantes de 

las células y los organismos 79,86. 

Los antioxidantes no enzimáticos pueden clasificarse en dos categorías 

principales 80: 

 Antioxidantes exógenos: Estos son antioxidantes naturales derivados 

de fuentes externas como plantas y alimentos. Ejemplos incluyen la 

vitamina E, A, C, flavonoides, carotenoides y polifenoles. 

 Antioxidantes endógenos: Estos son antioxidantes fisiológicos 

producidos dentro del cuerpo para combatir el estrés oxidativo. Ejemplos 

incluyen el glutatión, el ácido úrico, la melatonina y la bilirrubina. 

Los antioxidantes no enzimáticos actúan a través de varios mecanismos para 

neutralizar los radicales libres y combatir el estrés oxidativo. Algunos de sus 

mecanismos de acción clave incluyen intercepción de radicales libres, 

terminación de reacciones en cadena, captación de especies reactivas de 
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oxígeno (EROs), regeneración de otros antioxidantes, quelación de iones 

metálicos (Tabla I-5) 80: 

Tabla I-5. Mecanismos de acción de los antioxidantes no enzimáticos.  

Intercepción de radicales 
libres 

Los antioxidantes no enzimáticos interceptan 
los radicales libres donando electrones o 
átomos de hidrógeno para estabilizar y 
neutralizar la especie reactiva. 

Terminación de reacciones en 
cadena 

Los antioxidantes pueden terminar las 
reacciones en cadena de los radicales libres 
al romper la cadena de reacciones de 
oxidación y prevenir daños adicionales a los 
componentes celulares. 

Captación de especies 
reactivas de oxígeno (EROs) 

Los antioxidantes no enzimáticos capturan 
especies reactivas de oxígeno, como el 
radical anión superóxido (O2

•-), el radical 
hidroxilo (HO•) y el radical peroxilo lipídico 
(LOO•), para prevenir el daño oxidativo. 

Regeneración de otros 
antioxidantes 

Algunos antioxidantes tienen la capacidad de 
regenerar otros antioxidantes, como la 
vitamina C regenerando la vitamina E, para 
mejorar el sistema global de defensa 
antioxidante. 

Quelación de iones metálicos 

Ciertos antioxidantes pueden quelar iones 
metálicos como el hierro y el cobre, que 
están involucrados en la generación de 
especies reactivas de oxígeno, reduciendo 
así el estrés oxidativo. 

  

Considerando el enfoque de este trabajo de tesis, las dos siguientes secciones 

trataran de la relación que guarda el estrés oxidativo y las especies reactivas 

de oxígeno con el cáncer y la hipertensión.  

3. Relación del estrés oxidativo con el cáncer: efecto promotor y 
supresor.  

Anteriormente, se indicó la relación existente entre el estrés oxidativo y 

diferentes padecimientos crónicos, así mismo, se mencionó el rol dual de las 

especies reactivas de oxígeno en el metabolismo celular, actuando como 

compuestos de control redox, pero también como agentes nocivos. Dado el 

enfoque de este trabajo de tesis, es preciso profundizar en cómo el estrés 

oxidativo y las ERONs se relacionan con el desarrollo del cáncer, pero también, 
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cómo el estrés oxidativo (compuestos que lo generen) puede emplearse como 

una estrategia terapéutica frente a éste. 

El estrés oxidativo está relacionado con el cáncer de una manera compleja. 

Como ya fue comentado, por un lado, niveles anormales de EROs pueden 

causar daño al ADN, proteínas y lípidos, lo que puede conllevar a la iniciación y 

evolución del cáncer. Además, las células cancerosas exhiben mecanismos 

antioxidantes regulados al alza, lo que les permite desarrollarse en un ambiente 

con niveles intermedios de EROs, conduciendo a procesos que interactúan de 

manera compleja y contribuyen al desarrollo de cáncer. Sin embargo, cuando 

los niveles de EROs aumentan por encima de cierto umbral, las células 

cancerosas ya no pueden lidiar con el estrés oxidativo y las funciones 

antitumorales de las EROs son evidenciadas, dándose su muerte. Por lo tanto, 

el uso de agentes anticancerígenos inductores de estrés oxidativo es una 

estrategia prometedora para el tratamiento del cáncer 87. En la Figura I-5 se 

muestra la relación entre el aumento de los niveles de EROs en células 

normales y tumorales, y las terapias aplicadas para regularlos.  

 

Figura I-5. Niveles de EROs en células cancerosas y saludables, y su regulación en la terapia 

contra el cáncer. Adaptado de Azmanova y Pitto-Barry., 2022 87. 
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3.1. Funciones promotoras de tumores de las EROs 

Las EROs pueden activar varios factores de transcripción y controlar la 

expresión de proteínas que influyen en la inflamación, la transformación celular 

y la progresión tumoral a través de varios mecanismos como la modificación 

oxidativa de las moléculas de señalización y la regulación de estas vías, la 

activación de factores de transcripción susceptibles a cambios redox, la 

inducción de daño al ADN e inestabilidad genómica, y comunicación cruzada 

con vías inflamatorias 88. 

Las EROs pueden oxidar y modificar directamente moléculas de señalización 

como proteínas quinasas, fosfatasas y factores de transcripción, como 

PI3K/Akt, MAPK y Wnt/β-catenina, que son fundamentales para la proliferación, 

supervivencia y diferenciación celular. Esta modificación oxidativa puede alterar 

la actividad y función de estas moléculas, provocando cambios en la expresión 

genética y las respuestas celulares que impulsan la inflamación, la 

transformación celular y la progresión tumoral 88–90. 

Así mismo, las EROs pueden activar factores de transcripción como NF-κB, 

AP-1, HIF-1α y STAT3 modulando su estado redox. La oxidación inducida por 

EROs de residuos de cisteína específicos en estos factores de transcripción 

puede promover su activación y translocación nuclear, lo que resulta en la 

transcripción de genes involucrados en la inflamación, la supervivencia celular 

y la progresión tumoral a través de la proliferación, invasión, angiogénesis y 

metástasis celular 88,91. 

Por ejemplo, las EROs pueden interactuar con vías inflamatorias, como la vía 

de señalización de NF-κB (el factor nuclear kappa B, son un grupo de proteínas 

estrechamente relacionadas con el crecimiento y la supervivencia celular, así 

como en la regulación de respuestas inmunitarias e inflamatorias), para 

promover la expresión de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. Este 

microambiente inflamatorio puede promover el crecimiento, la invasión y la 

metástasis de tumores al formar un entorno favorable para las células 

cancerosas 88,92.  
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También, se sabe que el daño oxidativo que ocasionan los EROs al ADN 

puede conllevar a mutaciones en genes supresores de tumores como p53, Rb 

y PTEN. Esta inestabilidad genómica puede impulsar la adquisición de 

propiedades malignas por parte de las células normales y a la tumorigénesis al 

alterar la expresión de proteínas clave involucradas en la regulación del ciclo 

celular, la apoptosis y la reparación del ADN influyendo en el desarrollo y la 

progresión del tumor 88,93,94.  

Al mismo tiempo, niveles elevados de EROs pueden promover la expresión de 

factores pro-angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), lo que proporcionaría 

oxígeno y nutrientes a las células tumorales 95,96. También, el estrés oxidativo 

puede aumentar el potencial invasivo y metastásico de las células cancerosas 

al promover la transición epitelial a mesenquimal (EMT) y facilitar la 

propagación de las células cancerosas a sitios distantes 97. 

Los biólogos Douglas Hanahan y Robert Weinberg en el año 2000 publicaron 

un artículo de revisión, en el que expusieron un conjunto de capacidades 

funcionales adquiridas por las células humanas a medida que pasan de la 

normalidad a los estados de crecimiento neoplásico, dichas capacidades están 

estrechamente relacionadas con el estrés oxidativo. Estas características 

distintivas de las células cancerosas facilitan su crecimiento, progresión y la 

metástasis del tumor 98. Posteriormente, en el 2022, Hanahan publicó una 

actualización de dicha conceptualización, la cual se resume a continuación 

(Tabla I-6) 99:   
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Tabla I-6. Características del cáncer. Adaptado de Hallmarks of Cancer: New Dimensions. 

Hanahan., 2022 99. 

Característica del cáncer Descripción 

Mantener la señalización proliferativa 

Las células cancerosas tienen la 
capacidad de activar continuamente vías 
de señalización que promueven el 
crecimiento y la división celular, 
permitiéndoles proliferar de manera 
incontrolada. 

Evadir los inhibidores del crecimiento 

Las células cancerosas pueden eludir los 
mecanismos que normalmente inhiben el 
crecimiento celular, lo que les permite 
evadir señales que detendrían 
típicamente su proliferación 

Resistir la muerte celular 

Las células cancerosas pueden evitar la 
muerte celular programada (apoptosis), lo 
que les permite sobrevivir y acumular 
alteraciones genéticas que contribuyen al 
crecimiento tumoral 

Posibilitar la inmortalidad replicativa 

Las células cancerosas pueden mantener 
sus telómeros, las tapas protectoras en 
los extremos de los cromosomas, lo que 
les permite dividirse indefinidamente sin 
experimentar senescencia o muerte 
celular. 

Inducir/acceder a la vascularización 

Las células cancerosas pueden estimular 
la formación de nuevos vasos 
sanguíneos (angiogénesis) para asegurar 
un suministro de sangre que respalde el 
crecimiento y la metástasis del tumor. 

Activar la invasión y la metástasis 

Las células cancerosas adquieren la 
capacidad de invadir tejidos circundantes 
y diseminarse a sitios distantes en el 
cuerpo, formando tumores secundarios 
mediante el proceso de metástasis. 

Reprogramar el metabolismo celular 

Las células cancerosas alteran su 
metabolismo para respaldar su 
crecimiento y proliferación rápidos, a 
menudo favoreciendo la glucólisis (efecto 
Warburg) incluso en presencia de 
oxígeno. 

Evitar la destrucción inmune 

Las células cancerosas pueden eludir la 
detección y destrucción por parte del 
sistema inmunológico, permitiéndoles 
escapar de la vigilancia inmune y seguir 
creciendo sin restricciones. 
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Por otra parte, las células cancerosas han desarrollado diversos mecanismos 

para contrarrestar los altos niveles de EROs y mantener la homeostasis redox. 

Algunos mecanismos clave incluyen 100: 

 Sistemas de defensa antioxidante elevados: a menudo exhiben una 

mayor expresión de enzimas antioxidantes como la superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatión peroxidasa para neutralizar 

EROs y prevenir el daño oxidativo. 

 Activación de la vía Nrf2: El factor de transcripción Nrf2 juega un papel 

crucial en la regulación de la expresión de genes antioxidantes, es decir 

que pueden activar la vía Nrf2 para potenciar la producción de proteínas 

antioxidantes y hacer frente al estrés oxidativo. 

 Aumento de los niveles de glutatión (GSH): frecuentemente aumentan la 

síntesis de glutatión, un antioxidante celular importante, para mantener 

el equilibrio redox y protegerse contra el daño inducido por EROs. 

 Mecanismos mejorados de reparación del ADN: pueden contar con 

sistemas de reparación del ADN más eficientes para contrarrestar el 

daño y las mutaciones inducidas por EROs, permitiéndoles sobrevivir y 

proliferar a pesar del estrés oxidativo. 

 Alteración de las vías metabólicas: exhiben reprogramación metabólica, 

como el efecto Warburg, que puede influir en la producción de EROs y 

en las respuestas antioxidantes para respaldar su supervivencia y 

crecimiento. 

3.2. Funciones supresoras de tumores de las EROs 

Las células cancerosas han desarrollado un sistema de desintoxicación de 

EROs confiable. Como resultado, la dependencia de estas células por este 

sistema antioxidante representa una vulnerabilidad que puede ser aprovechada 

para ocasionar la muerte celular a través de terapias específicas. Esto se 

puede lograr elevando el nivel de EROs por encima del umbral de toxicidad, sin 

afectar a las células normales, que se caracterizan por niveles más bajos de 

EROs intracelulares 101–103. 
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Cuando los niveles de EROs superan cierto umbral, las células de cáncer no 

puedan hacer frente al estrés oxidativo y se evidencia el potencial 

anticancerígeno de estas, ya que son capaces de inducir la muerte celular que 

se manifiesta a través de procesos como la apoptosis, autofagia o necroptosis, 

debido a la disfunción mitocondrial, activación de vías apoptóticas, modulación 

de vías de señalización celular, y sensibilización a la quimioterapia 87,101. 

Las EROs activan la apoptosis extrínseca a través de receptores de muerte, 

desencadenando una cascada de eventos que culminan en la muerte celular. 

Por otro lado, la apoptosis intrínseca puede ser provocada por el daño inducido 

por las EROs sobre la función mitocondrial, lo que conduce a la liberación de 

factores proapoptóticos como el citocromo c y la activación de caspasas, que 

son mediadores clave de la apoptosis 101,104,105.  

Ademas, las EROs como el H2O2, pueden inhibir la actividad de la enzima 

mTOR, lo que induce la autofagia, también promueve la lipidación de la 

proteína LC3, aumentando la formación de autofagosomas. Del mismo modo, 

las EROs pueden regular positivamente la expresión de beclin-1, una proteína 

esencial para iniciar la autofagia 101,106,107.  

Por otra parte las EROs pueden activar receptores de muerte como FasR y 

TNFR1, modulando moléculas de señalización clave como RIPK1 y RIPK3, 

induciendo  la disfunción mitocondrial y la liberación de EROs mitocondriales, 

promoviendo el daño celular inducido por el estrés oxidativo, contribuyendo 

colectivamente a la Iniciación y ejecución de la muerte celular  por necroptosis 
101,108,109. 

Existen diversos medicamentos anticancerígenos clínicamente aprobados que 

tienen como uno de sus mecanismos de acción el aumento del estrés oxidativo, 

entre estos se incluyen 87: 

 Taxanos (paclitaxel, docetaxel): estos medicamentos inducen estrés 

oxidativo en las células cancerosas, lo que conduce a la muerte celular. 

 Alcaloides de la vincristina (vinblastina, vinorelbina): similar a los 

taxanos, los alcaloides de la vincristina promueven la liberación de 
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citocromo c desde las mitocondrias, provocando la muerte celular a 

través del estrés oxidativo. 

 Antraciclinas (doxorrubicina, epirrubicina, daunorrubicina): por 

ejemplo, la doxorrubicina, genera cantidades excesivas de EROs, 

provocando daño en el ADN, disfunción mitocondrial y, en última 

instancia, la muerte celular. 

4. Relación del estrés oxidativo con la hipertensión. 

Los factores determinantes de la hipertensión implican una intrincada 

interacción entre aspectos genéticos, ambientales y fisiopatológicos que 

afectan a diversos sistemas reguladores. Como ya fue explicado, el estrés 

oxidativo juega un rol crucial en la etiología de diversas condiciones crónicas, 

entre estas, la hipertensión y demás afecciones cardíacas, ya que perturba la 

señalización y el control redox, resultando en daño molecular. Este 

desequilibrio redox contribuye a la hipertensión a través de procesos como la 

disfunción endotelial, disfunción mitocondrial, inflamación y fibrosis, resultando 

en disfunción en los vasos sanguíneos, cambios en la estructura del sistema 

cardiovascular (remodelación vascular), problemas en la función renal y 

estimulación del sistema nervioso simpático. Además, el sistema inmunológico 

también se encuentra estrechamente relacionado con la hipertensión, ya que 

las células inmunológicas activadas migran hacia los tejidos, promoviendo su 

inflamación, fibrosis y daño 110,111. 

4.1. Disfunción endotelial 

El estrés oxidativo afecta la función endotelial al reducir la biodisponibilidad del 

óxido nítrico (NO), un vasodilatador crucial. Los niveles elevados de EROs, 

como el anión radical superóxido (O2
•-), pueden reaccionar con el NO, dando 

lugar a la formación de peroxinitrito (ONOO-). Este último puede inactivar aún 

más el NO, disminuyendo su biodisponibilidad. Esta reducción en los niveles de 

NO compromete la vasodilatación y promueve la vasoconstricción, 

contribuyendo así a la disfunción endotelial 112. Como resultado, aumenta la 

resistencia vascular y la presión arterial. Además, el estrés oxidativo puede 

dañar directamente las células endoteliales al provocar modificaciones 

oxidativas. Este daño disruptivo afecta las funciones celulares normales y las 
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vías de señalización, generando disfunción endotelial 113. Por otro lado, las 

EROs pueden activar vías proinflamatorias en las células endoteliales, 

exacerbando aún más la disfunción al promover la adhesión de células 

inmunitarias y contribuir al desarrollo de un estado proinflamatorio en las 

paredes vasculares. Esta inflamación crónica en el endotelio puede deteriorar 

la función vascular y fomentar la aterosclerosis, un contribuyente clave a 

enfermedades cardiovasculares como la hipertensión 114. También, el estrés 

oxidativo puede interferir con la capacidad de las células endoteliales para 

repararse y regenerarse, perturbando las funciones de las células progenitoras 

endoteliales encargadas de este proceso. Esta interferencia en los mecanismos 

de reparación puede agravar aún más la disfunción endotelial y contribuir al 

daño vascular 115.  

4.2. Disfunción mitocondrial 

La disfunción mitocondrial desempeña un papel crucial en la promoción de la 

hipertensión a través de diversos mecanismos interconectados. La inducción 

de estrés oxidativo perturba el delicado equilibrio entre la producción de EROs 

y las defensas antioxidantes, resultando en daño oxidativo a los componentes 

mitocondriales. En condiciones patológicas como la hipertensión, la función 

mitocondrial deteriorada conduce a una fuga de electrones incrementada a lo 

largo de la cadena de transporte de electrones, generando superóxido dentro 

de las mitocondrias y contribuyendo al estrés oxidativo. Este estrés oxidativo 

mitocondrial, ya sea originado en fuentes mitocondriales u otros sistemas 

celulares generadores de EROs, macromoléculas mitocondriales, 

interrumpiendo la función normal y perpetuando un ciclo vicioso de daño 

oxidativo 116,117. La interacción entre el estrés oxidativo inducido por EROs de 

las NADPH oxidasas (NOX) y las mitocondrias a través de las vías de 

señalización EROs/NO amplifica la producción de EROs, contribuyendo aún 

más a la disfunción mitocondrial y la hipertensión. Destacadamente, NOX2 

desempeña un papel crucial en la promoción de la disfunción mitocondrial en la 

hipertensión 110,118,119.  
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4.3. Remodelación vascular 

La remodelación vascular, que implica cambios estructurales en los vasos 

sanguíneos, como el engrosamiento de las paredes vasculares y alteraciones 

en la arquitectura vascular, puede explicarse a través de diversos mecanismos 

influenciados por el estrés oxidativo 120,121.  

En primer lugar, el estrés oxidativo puede estimular la proliferación y migración 

de las células musculares lisas vasculares (CMLVs), componentes celulares 

clave de las paredes vasculares. La producción excesiva de EROs activa vías 

de señalización que fomentan la proliferación y migración de las CMLVs, 

contribuyendo al engrosamiento de las paredes vasculares y a la remodelación 

vascular 122,123. Además, el estrés oxidativo puede influir en la producción y 

degradación de componentes de la matriz extracelular, como el colágeno y la 

elastina, que proporcionan soporte estructural a los vasos sanguíneos. Esta 

alteración en el equilibrio entre síntesis y degradación de la matriz extracelular 

lleva a la deposición anormal de proteínas de la matriz y cambios en la rigidez 

de los vasos, contribuyendo así a la remodelación vascular 124,125. Asimismo, el 

estrés oxidativo desencadena respuestas inflamatorias en las paredes 

vasculares, reclutando células inmunitarias y produciendo citocinas 

proinflamatorias. La inflamación crónica resultante puede promover cambios 

fibróticos, caracterizados por la acumulación de colágeno y otras proteínas de 

la matriz, resultando en el endurecimiento de las paredes vasculares, la 

disminución de la complacencia vascular contribuyendo a la remodelación 

vascular 126,127. También, la disfunción endotelial inducida por el estrés 

oxidativo, ya mencionada, asociada a una menor biodisponibilidad de NO y 

aumento de la vasoconstricción, puede perturbar el equilibrio entre 

vasodilatación y vasoconstricción, lo que lleva a cambios en los patrones de 

flujo sanguíneo y esfuerzo de cizallamiento en los vasos, desencadenando así 

procesos de remodelación vascular, como la hipertrofia e hiperplasia de las 

CMLVs. Del mismo modo, la disfunción mitocondrial puede agravar aún más el 

estrés oxidativo en la vasculatura y promover cambios estructurales en los 

vasos sanguíneos.110,128.  
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4.4. Inflamación y fibrosis 

Las EROs desempeñan un papel fundamental en desencadenar la inflamación 

y la fibrosis a través de diversos mecanismos interconectados. Tal como se 

discutió con anterioridad, las EROs pueden iniciar vías de señalización 

proinflamatorias dentro de las células, activando factores como NF-κB y AP-1, 

conduciendo a la expresión de citocinas inflamatorias, quimioquinas y 

moléculas de adhesión 129. Esta cascada inflamatoria atrae células inmunitarias 

al sitio afectado, intensificando la respuesta inflamatoria. La disfunción 

endotelial inducida por el estrés oxidativo contribuye aún más al aumentar la 

expresión de moléculas de adhesión, facilitando la adhesión y transmigración 

de células inmunitarias a las paredes vasculares. Una vez en el tejido, estas 

células inmunitarias liberan mediadores inflamatorios adicionales, perpetuando 

la inflamación y contribuyendo al daño tisular y la fibrosis 130–132. Además, las 

EROs estimulan los fibroblastos, promoviendo la producción excesiva de matriz 

extracelular y la diferenciación de estos en miofibroblastos, cruciales para la 

reparación tisular y la fibrosis 133,134. Las modificaciones inducidas por el estrés 

oxidativo en las proteínas desregulan aún más las vías de señalización 

implicadas en la inflamación y la fibrosis. La activación del inflamasoma NLRP3 

por los EROs amplifica la respuesta inflamatoria, liberando citocinas 

proinflamatorias y contribuyendo a la inflamación tisular, la fibrosis y la 

remodelación 135. 

4.5. Efectos renales 

El estrés oxidativo ejerce múltiples efectos en los riñones, contribuyendo a la 

inducción de la hipertensión a través de varios mecanismos. En primer lugar, 

estimula la liberación de renina, una enzima crucial para la regulación de la 

presión arterial, lo que lleva a la subsiguiente activación del sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRAA). Esta cascada hormonal induce 

vasoconstricción y retención de sodio, contribuyendo a la hipertensión 136. 

Además, el estrés oxidativo activa los nervios aferentes renales, aumentando la 

actividad del sistema nervioso simpático, resultando en vasoconstricción, 

aumento de la frecuencia cardíaca e hipertensión sostenida 110,137. El estrés 

oxidativo también puede causar disfunción glomerular, lo que perturba el 

proceso de filtración, llevando a la retención de sodio y agua, que contribuye a 
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la expansión del volumen (volumen sanguíneo o al volumen de líquido 

extracelular en el cuerpo) y a la hipertensión 138. Así mismo, la producción de 

superóxido en segmentos específicos de nefrona/nefrón (unidad estructural y 

funcional básica del riñón, responsable de la purificación de la sangre) aumenta 

la reactividad a angiotensina II (causa vasoconstricción) 110. Además, el estrés 

oxidativo puede llevar a la disfunción de los receptores renales de dopamina 

(D1-D5R), que regulan el estado redox al disminuir la generación de EROs. La 

disfunción de estos receptores promueve el estrés oxidativo y la hipertensión 
139,140. En general, el estrés oxidativo en el riñón promueve la liberación de 

renina, activa los nervios aferentes renales, causa disfunción de las células 

glomerulares y altera la homeostasis del Na+ y del agua, procesos que 

contribuyen al desarrollo de la hipertensión 110,137,141. 

4.6. Activación del sistema nervioso simpático 

El sistema nervioso simpático (SNS) prepara el cuerpo para situaciones de 

estrés, emergencia o actividad intensa, y mantiene la homeostasis durante las 

actividades diarias como el ejercicio, la ingesta de alimentos o la regulación de 

la temperatura corporal 142. La activación del SNS y la promoción de la 

hipertensión, inducidas por el estrés oxidativo, ocurren a través de diversos 

mecanismos relacionados entre sí.  

Se ha demostrado que las EROs pueden aumentar la actividad del SNS y 

elevar la presión arterial. Esta activación puede darse a través de una 

disminución de la producción/disponibilidad de NO e IL-1β, dos moduladores 

conocidos de la actividad del SNS 143. Así mismo, la lesión renal producto del 

estrés oxidativo, puede activar vías aferentes que conectan con regiones del 

cerebro involucradas en el control noradrenérgico de la presión arterial 144. 

Asimismo, en un modelo de hipertensión en roedores, se demostró la relación 

existente entre la activación del SNS, la respuesta inmune y la inflamación, ya 

que la excitación del SNS activa los linfocitos T esplénicos a través de señales 

redox, lo que lleva a la producción de citocinas proinflamatorias y al desarrollo 

de la hipertensión 145. En el esquema I-2 se resume la relación del aumento de 

EROs con la hipertensión.  
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Esquema I-2. Efectos funcionales del estrés oxidativo en sistemas y órganos reguladores en la 

fisiopatología de la hipertensión. Adaptado de Griendling et al., 2021 110. 

5. Química Bioinorgánica 

La química bioinorgánica, concebida fundamentalmente como la intersección 

entre la bioquímica y la química inorgánica, en general se encarga de estudiar 

la interacción de los metales con los sistemas vivos 146. En un principio, se trató 

de una subdisciplina enfocada en el uso de complejos de iones metálicos como 

agentes terapéuticos o agentes diagnósticos 147. Sin embargo, evolucionó en 

un campo de estudio altamente interdisciplinar en el que se busca entender el 

rol de los elementos metálicos y sus derivados en los sistemas vivientes y las 

moléculas propias de estos, afectando procesos fisiológicos y reacciones 

bioquímicas fundamentales, aunque aún se encarga del estudio de complejos 

metálicos como agentes terapéuticos y diagnósticos 148. En este sentido, uno 

de los grandes logros iniciales de dicha especialidad, fue el desarrollo del 

primer fármaco eficaz contra la sífilis, una mezcla de compuestos que 

contienen arsénico llamado arsfenamina o salvarsán 149,150. Así mismo, el 

posterior descubrimiento del compuesto quimioterapéutico cisplatino derivó en 

un creciente interés por esta rama del conocimiento, que desde entonces, 

condujo al desarrollo de nuevos compuestos derivados de platino y otros 

metales para el tratamiento del cáncer y demás enfermedades 151,152.  
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Este trabajo de tesis doctoral se desarrolló en el marco de la química 

bioinorgánica, y tuvo como objetivo principal el estudio de nuevos complejos de 

coordinación con potencial anticancerígeno y antihipertensivo a través de la 

modulación del estado redox celular, por lo que a continuación se hará una 

breve descripción de la importancia de los metales en medicina.   

6. Metales en medicina 

Los metales desempeñan funciones vitales como nutrientes o medicamentos, y 

proporcionan funcionalidades químicas que no son accesibles a los 

compuestos puramente orgánicos. Al menos 10 metales son esenciales para la 

vida humana y alrededor de otros 46 metales no esenciales son utilizados en 

terapias farmacológicas o como agentes de diagnóstico 153. 

Los metales esenciales son un grupo de elementos metálicos que los 

organismos vivos necesitan para sus funciones fisiológicas y procesos 

biológicos normales. Se denominan de esta manera porque el cuerpo humano 

no puede sintetizarlos y debe obtenerlos a partir de la dieta para mantener una 

adecuada salud y bienestar. Son necesarios en diversos procesos biológicos, 

como la catálisis enzimática (cofactores como Fe, Zn, Cu y Mn), la señalización 

celular, la regulación de la expresión genética, la modulación de procesos 

fisiológicos y el soporte estructural (Ca, Mg). El equilibrio de algunos iones 

dentro de las células y tejidos asegura el adecuado funcionamiento de los 

sistemas biológicos, como aquellos regulados por Na y K 154. Mantener niveles 

adecuados de estos metales, es necesario para conservar un buen estado de 

salud, pues su deficiencia o exceso puede conducir a diversos problemas de 

salud 155.  

Los elementos esenciales comunes para los humanos incluyen hierro, calcio, 

zinc, magnesio, cobre, manganeso, selenio, yodo, cromo y molibdeno. Estos 

bioelementos son cruciales para funciones como el transporte de oxígeno, la 

salud ósea, la función inmune, la defensa antioxidante y el metabolismo (Tabla 

I-7) 156. 
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Tabla I-7. Algunos elementos esenciales y sus funciones biológicas de mayor relevancia. 

Metal 
esencial Función biológica 

Fe Esencial para el transporte de oxígeno en la sangre (como parte 
de la hemoglobina) y para el metabolismo energético. 

Ca Importante para la formación de huesos y dientes, la función 
muscular, la transmisión nerviosa y la coagulación sanguínea. 

Zn Desempeña un papel en la función inmune, la cicatrización de 
heridas, la expresión genética y la actividad antioxidante. 

Mg Esencial para la función muscular y nerviosa, la producción de 
energía y la salud ósea. 

Cu Requerido para la formación de glóbulos rojos, la absorción de 
hierro y la defensa antioxidante. 

Mn Interviene en la formación ósea, el metabolismo y la defensa 
antioxidante. 

Se Actúa como antioxidante, apoya la función tiroidea y desempeña 
un papel en la respuesta inmune. 

I Esencial para la producción de hormona tiroidea y la regulación 
del metabolismo. 

Cr Ayuda a regular los niveles de azúcar en sangre y el 
metabolismo. 

Mo Requerido para el funcionamiento de ciertas enzimas 
involucradas en el metabolismo. 

 

Del mismo modo, los elementos metálicos son de gran relevancia médica ya 

que han sido empleados y/o estudiados para el tratamiento de diversas 

afecciones, tales como el cáncer, trastornos gastrointestinales, infecciones 

microbianas y parasitarias, artritis, diabetes, infecciones virales, trastornos 

cardiovasculares y trastornos de la salud mental 157.  

Así mismo, algunos metales han sido ampliamente utilizados en el diagnóstico 

por imágenes en forma de radiofármacos y agentes de contraste, algunos de 

los metales comúnmente empleados para tal fin incluyen al isotopo radiactivo 

tecnecio-99m (99mTc), galio (Ga), gadolinio (Gd), indio (In) y talio (Tl), usados 

particularmente en exploraciones por tomografía computarizada por emisión de 

fotón único (SPECT) y como agentes de contraste en imágenes por resonancia 

magnética (MRI) 157. 

Por otra parte, también se diseñan medicamentos/suplementos para el 

tratamiento de condiciones que resultan de concentraciones insuficientes de 
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metales esenciales en el cuerpo, como trastornos metabólicos genéticos 

(acrodermatitis enteropática, enfermedad de Menkes) o por complicaciones en 

casos de atrofia gástrica o enfermedad renal crónica 157. 

Los compuestos basados en metales empleados con fines medicinales, o 

metalofármacos, se distinguen de los compuestos puramente orgánicos por sus 

mecanismos de activación. En este sentido, se consideran profármacos, pues 

pueden sufrir cambios estructurales en el camino hacia el sitio objetivo o en él. 

Este proceso puede involucrar sustitución de ligandos, reacciones redox, o 

apertura de anillos quelatos. Además, poseen mecanismos de acción únicos 

debido a sus propiedades electrónicas y estructurales versátiles, como 

diferentes estados de oxidación, geometrías de coordinación y tipos de 

ligandos. Por otro lado, los metalofármacos también se caracterizan por 

interactuar con varios objetivos biológicos simultáneamente. A su vez, los 

metalofármacos pueden activarse selectivamente en el sitio objetivo mediante 

estímulos externos como luz, radiación, sonido o calor, proporcionando 

posibilidades de control y especificidad poco común en compuestos orgánicos 
153.  

Los metalofármacos ejercen sus efectos a través de diferentes mecanismos de 

acción como daño a los sistemas enzimáticos de la membrana celular de los 

microorganismos, provocando la muerte celular; unión covalente a 

biomoléculas, facilitada por la facilidad de intercambio de ligandos; interacción 

con objetivos proteicos específicos, interfiriendo con su función; inducción de 

procesos proteómicos, transcriptómicos y metabolómicos; o mejora de la 

respuesta inmune, potencialmente mediante la generación de especies 

reactivas de oxígeno 158. 

La química bioinorgánica y la química inorgánica medicinal tienen una 

participación clave en el desarrollo de nuevos tratamientos contra el cáncer 

gracias al estudio de nuevos metalofármacos (diseño, síntesis, caracterización, 

evaluación preclínica y mecanismo de acción). Sus mecanismos de acción en 

el tratamiento del cáncer comúnmente incluyen la coordinación del metal con 

biomoléculas (ADN o enzimas específicas), la actividad redox y la producción 

de EROs. Estos mecanismos permiten que los metalofármacos interactúen con 
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objetivos específicos e inhiban vías de señalización claves relacionadas con la 

progresión del cáncer 159,160. 

Uno de los compuestos quimioterapéuticos más estudiado basado en un metal 

de transición es el cis-[Pt(NH3)2Cl2] (cis-diaminodicloroplatino(II) o cisplatino). 

Este compuesto actúa principalmente uniéndose al ADN mediante la formación 

de enlaces cruzados intra e intercadena, alterando su estructura y causándole 

daños. Éstos pueden detener el ciclo celular e inducir la apoptosis en las 

células tumorales de rápida proliferación. Se han descrito otros mecanismos de 

acción para el cisplatino, como la acidificación del citoplasma, estrés del 

receptor de estrógeno, interrupción de la transcripción del ARN, inhibición de 

proteínas oncogénicas clave, disminución de la plasticidad metabólica de las 

células cancerosas y cambios en su mecanobiología, así como la generación 

de estrés oxidativo.  Sin embargo, el cisplatino y otros derivados del platino, 

han visto limitada su aplicabilidad clínica debido a la aparición de efectos 

secundarios graves (nefrotoxicidad, ototoxicidad, neurotoxicidad periférica, etc), 

y por la capacidad que poseen las células cancerosas para limitar su 

acumulación 161,162, por lo que se han buscado diversas alternativas a su uso. 

Los agentes quimioterapéuticos actúan mediante diversos mecanismos de 

acción, aunque en términos generales, interfieren con el proceso de división 

celular o síntesis del ADN. Dependiendo de su mecanismo de acción, pueden 

clasificarse como agentes alquilantes, anti metabolitos, antraciclinas, 

inhibidores de topoisomerasa o alcaloides vegetales 163 (Tabla I-8).  
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Tabla I-8. Clasificación de agentes quimioterapéuticos según su mecanismo de acción. 

Clasificación Descripción 

Agentes 
alquilantes 

Estos agentes funcionan agregando un grupo alquilo al ADN, lo 
que interfiere con la replicación y la transcripción del ADN, lo 
que finalmente conduce a la muerte celular. 

Anti-metabolitos 

Estos agentes son estructuralmente similares a los metabolitos 
que ocurren naturalmente e interfieren con la síntesis y 
reparación del ADN al inhibir enzimas involucradas en estos 
procesos. 

Antraciclinas 

Estos agentes se intercalan en el ADN e inhiben la 
topoisomerasa II, una enzima involucrada en la replicación y 
transcripción del ADN, lo que conduce a daños en el ADN y la 
muerte celular. 

Inhibidores de 
topoisomerasa 

Estos agentes inhiben la topoisomerasa I o II, enzimas 
involucradas en la replicación y transcripción del ADN, lo que 
provoca daño en el ADN y la muerte celular. 

Alcaloides 
vegetales 

Estos agentes derivan de plantas y funcionan al inhibir la 
formación de microtúbulos, necesarios para la división y 
proliferación celular, lo que finalmente conduce a la muerte 
celular. 

 

Por otra parte, la utilización de metalofármacos para el tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares no se encuentra tan ampliamente discutida en 

la literatura como la referente al tratamiento del cáncer, sin embargo, esto 

representa una gran oportunidad de estudio en el campo de la química 

bioinorgánica medicinal.  

Los metalofármacos empleados para el tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares ejercen sus efectos terapéuticos a través de la regulación de 

NO y O2 en los vasos sanguíneos, y a través de la disminución en el estrés 

oxidativo 157. 

Como fue mencionado en secciones anteriores, el NO se encarga de regular la 

vasodilatación, por lo que puede utilizarse de manera terapéutica para tal fin. El 

nitroprusiato de sodio, Na2[Fe(CN)5NO]·2H2O disminuye rápidamente la 

presión arterial y la resistencia periférica total. Sin embargo, libera cianuro (CN-

) en el torrente sanguíneo, razón por la que cual se han desarrollado nuevos 
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complejos de coordinación de rutenio y complejos fotoactivos de hierro que 

podrían eventualmente superar este efecto secundario. Por el contrario, en 

algunas afecciones médicas, como el síndrome de shock tóxico, la presión 

arterial es extremadamente baja y es necesario elevarla rápidamente para 

estabilizar al paciente. En este caso, podrían resultar útiles los complejos 

metálicos que absorben el exceso de NO de forma rápida 157.  

Por otra parte, también existen compuestos metálicos con capacidad símil 

súperóxido dismutasa (SOD-símil). Macrociclos de porfirinas, ftalocianinas, 

porfirizinas, así como poliaminas cíclicas y N,N'-bis(salicilideno)etilendiamina 

(salen) coordinados con hierro (II), cobre (II) y manganeso (II) se han estudiado 

ampliamente como SOD-símiles. El compuesto denominado como M40403, un 

macrociclo de manganeso(II) (pentaaza) SOD-símil (Figura I-6), puede extinguir 

(quench) radicales aniones superóxido, sin tener ningún efecto sobre NO, 

H2O2, o hipoclorito, lo cual es importante en el contexto de las enfermedades 

cardiovasculares, pues no suprime el efecto vasodilatador ejercido por el NO, a 

la vez que disminuye el estrés oxidativo resultado de la producción exagerada 

de O2·- en la pared vascular, que ha sido observada en diferentes modelos 

animales de hipertensión 157,164.  

 

Figura I-6. Macrociclo SOD-símil (M40403), un candidato prometedor para el tratamiento de 

trastornos cardiovasculares. Tomado de Mjos y Orvig., 2014 157. 

Por otro lado, en nuestro grupo de investigación se estudiaron diferentes 

compuestos de coordinación obtenidos a partir de bloqueadores del receptor de 

angiotensina II (receptor AT1) y Zn(II). Los resultados demostraron una mejora 

en la capacidad antihipertensiva producto de la complejación. Dicha mejora se 

explicó a través de diferentes mecanismos como la disminución en la liberación 
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de calcio intracelular inducida por Ang II, una mayor afinidad por el receptor 

AT1, y la disminución del estrés oxidativo. Además, uno de dichos complejos, 

obtenido a partir del fármaco antihipertensivo telmisartán (ZnTelm), demostró 

en un modelo de hipertensión inducida por L-NAME en ratas Wistar, un efecto 

hipotensor superior al ejercido por el  fármaco comercial, la mejora en la 

progresión de la fibrosis vascular, y la disminución de la rigidez arterial por la 

reducción de fibras de colágeno 165–167.  

En este trabajo se emplearon los cationes [VIVO]2+ y Zn2+ para la obtención de 

los complejos metálicos estudiados, de manera que las secciones 

subsiguientes mencionaran algunos aspectos relevantes de los mismos en el 

marco de la química bioinorgánica medicinal, sin embargo, algunos de estos 

temas también serán mencionadas en los capítulos IV y V. 

6.1. Vanadio 

El vanadio se ubica en el cuarto período de la tabla periódica y posee un 

número atómico de 23, es un metal de transición que presenta diversas 

características químicas que lo hacen notable en diversos campos. Puede 

adoptar múltiples estados de oxidación, como +2, +3, +4 y +5, y exhibe una 

química versátil, siendo los estados +4 y +5 los más comunes en compuestos 

inorgánicos. Esta versatilidad contribuye a la formación de una amplia gama de 

complejos de coordinación debido a sus estados de oxidación y números de 

coordinación variables. Además, el vanadio desempeña funciones esenciales 

en sistemas biológicos, participando en reacciones enzimáticas y procesos 

metabólicos, suscitando interés en estudios sobre sus funciones biológicas y 

sus potenciales aplicaciones terapéuticas 168. La esencialidad del vanadio no 

está clara en el ser humano, pero se conoce que es esencial en ascidias y 

otros animales acuáticos (tunicados) que acumulan vanadio en células 

especiales conocidas como vanadocitos. El vanadio en la sangre de estos 

organismos es superior a 10 mM, mientras que en las grandes masas de agua 

es de aproximadamente 35 mM 169,170. Asimismo, el vanadio se encuentra en 

algas rojas y marrones formando parte de la enzima bromoperoxidasa, que 

cataliza la adición de bromo a moléculas orgánicas formando enlaces C-Br 

estables y también pueden oxidar al yodo 171. 



61 
 

En aplicaciones industriales, los compuestos de vanadio, como el V2O5, actúan 

como catalizadores eficaces, por ejemplo, en la producción de ácido sulfúrico y 

en procesos de reducción catalítica selectiva. Comprender la especiación de 

estos compuestos en diferentes entornos es de gran relevancia para 

comprender sus mecanismos de reacción y transporte 168. 

Las principales contribuciones humanas al ciclo biogeoquímico del vanadio se 

atribuyen principalmente a dos fuentes. En primer lugar, las actividades 

mineras relacionadas con la extracción de minerales que movilizan alrededor 

de 130×109 gramos de vanadio anualmente, desempeñando un papel 

significativo en el aporte total al ciclo. En segundo lugar, la extracción y uso de 

combustibles fósiles que libera aproximadamente 600×109 gramos de vanadio 

al medio ambiente cada año y representa otra fuente destacada de flujos de 

vanadio inducidos por la actividad humana 172. 

Se han propuesto varios compuestos de vanadio con potencial terapéutico para 

tratar diferentes tipos de enfermedades. Los compuestos de vanadio tienen 

propiedades antihiperglicémicas actuando como análogos de la insulina y 

también tienen un efecto positivo en la osteogénesis. Asimismo, tienen 

propiedades anticancerígenas, ya que compuestos como el dicloruro de 

vanadoceno y algunos peroxovanadatos(V) muestran efectos antitumorales. 

También presentan actividades antiparasitarias y antimicrobianas, por ejemplo 

para el tratamiento de infecciones por Mycobacterium tuberculosis; antivirales y 

antifúngicas, y se ha propuesto que tienen un efecto cardioprotector. Sin 

embargo, algunos compuestos de vanadio son tóxicos para los humanos, lo 

cual depende de la forma en que se encuentren, duración de la exposición y la 

ruta de administración 168,173,174. 

Dentro de las funciones importantes que el vanadio desempeña en los 

procesos biológicos se destacan el metabolismo de la glucosa y los lípidos, ya 

que diversos complejos de vanadio muestran propiedades análogas a la 

insulina, facilitando la absorción de glucosa por las células, especialmente en 

presencia de insulina, y exhibiendo efectos antilipémicos que afectan el 

metabolismo lipídico, y actúan como potenciales agentes antioxidantes en 

condiciones de la enfermedad de diabetes. En el metabolismo del hierro, el 
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vanadio compite con el hierro por la transferrina, una proteína crucial en el 

transporte de hierro. Además, su omnipresencia en los alimentos y el agua 

potable, así como su similitud con los iones de fosfato y magnesio, sugieren 

que el vanadio también desempeña un papel importante en la vida al influir en 

los procesos metabólicos 169. 

6.2. Zinc  

El zinc desempeña un papel crucial en diversas funciones biológicas del 

cuerpo. En primer lugar, actúa como un cofactor esencial para más de 300 

enzimas, participando directamente en procesos celulares fundamentales como 

la síntesis de ADN, el crecimiento normal, el desarrollo cerebral, la 

reproducción y la cicatrización de heridas. Además, el zinc desempeña un 

papel estructural y funcional en varias proteínas del cuerpo. En su función 

reguladora, el zinc modula la actividad enzimática y la estabilidad de las 

proteínas, actuando como ion activador o inhibidor. También ejerce influencia 

en la transducción de señales celulares y actúa como modulador de la 

neurotransmisión sináptica en ciertas neuronas. En el ámbito inmunológico, el 

zinc participa en respuestas clave, incluida la respuesta de los linfocitos T, la 

agregación plaquetaria y el mantenimiento del número de células T. Asimismo, 

desempeña un papel como antioxidante al proteger las estructuras biológicas 

del daño causado por radicales libres. Por otra parte, el zinc interviene en la 

regulación de la apoptosis y es de gran relevancia en los procesos de 

envejecimiento, ya que su deficiencia puede ocasionar retraso en el 

crecimiento, maduración sexual tardía y alteraciones del gusto 175–177. 

Algunas de las propiedades más destacadas de los compuestos donde 

participa el zinc comprenden la defensa contra especies reactivas de oxígeno 

(EROs) y toxinas bacterianas mediante diversos mecanismos. Sus propiedades 

antioxidantes se manifiestan al eliminar radicales libres y prevenir el daño 

oxidativo, preservando la integridad de membranas celulares y el ADN. 

Asimismo, el zinc exhibe propiedades citoprotectoras al resguardar a las 

células de los efectos perjudiciales de las EROs y toxinas, permitiendo un 

óptimo funcionamiento celular. Por otro lado, la capacidad del zinc para inhibir 

la formación de óxido nítrico, un mediador inflamatorio, contribuye a modular 
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respuestas inflamatorias y reducir daño tisular. Asimismo, previene la oxidación 

de grupos sulfhidrilo cruciales para la estructura proteica. Además, sus 

propiedades antimicrobianas leves inhiben el crecimiento bacteriano, evitando 

infecciones 178,179. 

Algunas de las propiedades observadas en el zinc pueden atribuirse a su 

interacción con blancos moleculares. Los iones de zinc se unen de manera 

reversible en proteínas mediante interacciones con residuos específicos de 

aminoácidos que actúan como ligandos, como histidina, glutamato/aspartato y 

cisteína. Estos ligandos coordinan con el ion de zinc, formando complejos 

estables. La unión reversible de iones de zinc en proteínas permite flexibilidad 

en los entornos de coordinación, lo que les permite regular la unión de zinc 

según los requisitos fisiológicos 180. 

Los roles de los iones de zinc en la regulación, transporte y señalización son 

cruciales para diversas funciones celulares. En términos de regulación, los 

iones de zinc actúan como cofactores para enzimas, influyendo en su actividad 

y especificidad. Al unirse a proteínas reguladoras y factores de transcripción, 

los iones de zinc pueden modular la expresión génica y los procesos celulares, 

siendo esenciales para mantener la homeostasis celular y responder a 

estímulos 180–182.  

Por otra parte, los iones de zinc son transportados a través de membranas 

celulares por transportadores especializados, asegurando una distribución 

adecuada dentro de las células y regulando los niveles intracelulares. Esto 

permite que los iones de zinc alcancen compartimentos celulares específicos 

donde son necesarios para reacciones enzimáticas, vías de señalización y 

funciones estructurales 180,183,184.   

Así mismo, los cambios en la concentración libre de zinc pueden actuar como 

señales en procesos celulares a través de varios mecanismos. La señalización 

dependiente de procesos redox implica la liberación de zinc de enlaces S-Zn, 

como los presentes en la metalotioneína, durante la oxidación de grupos tiol, 

convirtiendo así una señal redox en una señal de zinc. Los aumentos 

temporales en la concentración libre de zinc son conocidos como "ondas de 

zinc" o "flujo de zinc" y funcionan como segundos mensajeros en la 
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señalización celular. Los iones de zinc participan en vías de señalización 

celular al modular la actividad de proteínas de señalización, receptores y 

canales iónicos, influyendo en procesos como la neurotransmisión, respuesta 

inmune y proliferación celular. La capacidad de los iones de zinc para actuar 

como moléculas señalizadoras contribuye a la coordinación de respuestas 

celulares y la regulación de funciones fisiológicas 185.  

Considerando la importancia del Zn en la regulación del metabolismo celular y 

como los desequilibrios en su homeostasis y su biodisponibilidad (debido a 

factores como la desnutrición o la expresión alterada de transportadores de 

Zn), están relacionados con la fisiopatología de varias enfermedades como el 

cáncer, la diabetes, la depresión, la enfermedad de Wilson, la enfermedad de 

Alzheimer y demás enfermedades relacionadas con la edad. Estudiar 

estrategias de suplementación con este metal, como el uso de complejos de 

coordinación con ligandos bioactivos para el tratamiento de diferentes 

padecimientos es un tema relevante para la investigación en química 

bioinorgánica medicinal 186. 

A continuación, se hará una descripción de los ligandos bioactivos empleados 

en este trabajo de tesis doctoral, los cuales comprenden a la naringina, un 

flavonoide glicosilado con un gran potencial terapéutico, y al bloqueador del 

receptor de angiotensina II olmesartán, utilizado para el tratamiento de la 

hipertensión.  

7. Ligandos bioactivos  

De manera formal, un ligando es un ion o molécula que dona un par electrónico 

(base de Lewis) a un átomo o ion metálico (ácido de Lewis) para formar un 

enlace coordinado, dando lugar a un complejo de coordinación 187.  

Los ligandos suelen ser compuestos orgánicos y modifican las propiedades 

físicas y químicas del centro metálico. Los ligandos pueden introducirse en un 

sistema para limitar los efectos adversos de la sobrecarga de iones metálicos, 

inhibir metaloenzimas seleccionadas o facilitar la redistribución de iones 

metálicos. Algunos de los efectos mencionados anteriormente incluyen la 
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modificación de la reactividad y lipofilicidad y la estabilización de estados de 

oxidación específicos 188. 

Algunos compuestos bioactivos con la capacidad de formar enlaces 

coordinados desempeñan un papel crucial en el diseño de complejos de 

coordinación para la administración de fármacos. Estos compuestos pueden 

interactuar con enzimas, proteínas u objetivos biológicos específicos, lo que 

lleva a la disociación del complejo (profármaco) y la liberación de la molécula 

activa. Al incorporar ligandos bioactivos en complejos metálicos, se puede 

lograr la liberación selectiva de fármacos, mejorar la solubilidad, mejorar la 

absorción celular o aumentar la potencia a través de múltiples modos de 

acción. Por otra parte, el diseño de complejos de coordinación con ligandos 

bioactivos permite el desarrollo de sistemas que responden a estímulos como 

cambios en el pH, el estado redox o la exposición a la luz, para la liberación 

controlada de fármacos 189. 

7.1. Flavonoides 

Los flavonoides son un grupo de sustancias naturales caracterizados por 

poseer estructuras fenólicas y están ampliamente distribuidos en el reino 

vegetal. Pueden ser encontrados en varios alimentos, como frutas, verduras, 

granos, cortezas, raíces, tallos, flores, té y vino. Son una clase de metabolitos 

secundarios que desempeñan roles esenciales en el crecimiento, la defensa 

contra el estrés y diversas funciones fisiológicas de las plantas. Estas 

sustancias poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, 

antimutagénicas y anticancerígenas, entre otras, lo que las convierte en 

compuestos de interés con diversas aplicaciones nutracéuticas, farmacéuticas, 

medicinales y cosméticas 190.   
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Figura I-7. Estructura principal de los flavonoides. 

Los flavonoides poseen un estructura principal de 15 carbonos, con dos anillos 

de benceno (A y B) unidos por un anillo de pirano de tres carbonos (C) (Figura 

I-7). Algunas de las características estructurales que pueden influir sobre su 

capacidad antioxidante, muy ampliamente discutidas, comprenden la posición 

del anillo B en el anillo C de pirano, la cantidad y posición de grupos hidroxilo, 

la presencia de grupos glicosilados y un doble enlace conjugado en las 

posiciones 2 y 3. Su capacidad antioxidante puede atribuirse mayormente a los 

grupos hidroxilo que actúan como donadores de electrones, donan un átomo 

de hidrógeno al radical libre, estabilizándolo al emparejar su electrón 

desapareado y a su vez, dan lugar a la formación de un radical flavonoide 

estabilizado por resonancia electrónica. Según su estructura pueden 

clasificarse en seis clases principales: flavanoles , flavonas, flavonoles, 

flavanonas, isoflavonas y antocianinas 191–193. 

Su potencial farmacológico se extiende a efectos anticancerígenos, inhibiendo 

el crecimiento tumoral, induciendo la apoptosis e impidiendo la angiogénesis. 

Además, sus propiedades antioxidantes, reducen el estrés oxidativo, vinculado 

a diversas condiciones crónicas, como fue discutido anteriormente. También 

pueden modular vías inflamatorias, siendo benéficos en condiciones como la 

artritis y las enfermedades cardiovasculares. Algunos flavonoides muestran 

efectos cardio-protectores, apoyando la salud del corazón y reduciendo el 

riesgo de enfermedades cardíacas. Por otra parte, son estudiados por sus 

propiedades neuroprotectoras, ya que pueden prevenir enfermedades 

neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson. Además,  algunos 

flavonoides específicos demuestran efectos antidiabéticos al regular el azúcar 

en sangre y mejorar la sensibilidad a la insulina. Así mismo, los flavonoides 
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exhiben actividades antimicrobianas y antivirales, lo cual les da potencial para 

combatir infecciones y fortalecer el sistema inmunológico 194,195.  

7.1.1. Naringina 

La naringina es identificada químicamente como 4′,5,7-trihidroxiflavanona-7-

ramnoglucósido (C27H32O14), su estructura es comprendida como un glucósido 

de flavanona que se forma a partir de la flavanona naringenina y el disacárido 

neohesperidosa (Figura I-8) 196. Está presente en el pomelo, la naranja y la 

lima, entre otros. Es la principal causa del amargor en los jugos y frutas cítricas 
197, posee diversas propiedades farmacológicas y biológicas de interés 198. 
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Figura I-8. Estructura química de la naringina. 

Se ha demostrado experimentalmente que la naringina posee actividad 

antioxidante, antiinflamatoria y antiapoptótica 199–201, también posee actividad 

antidiabética, neuroprotectora, cicatrizante, quelante, antimicrobiana y 

antimutagénica 202. Además, se reportó que puede disminuir los niveles de 

glucosa en sangre y aumentar los niveles de insulina en plasma en ratas 

diabéticas 203; en el cuerpo humano, se metaboliza rápidamente en naringenina 

gracias a la acción de las enzimas α-ramnosidasa y β-glucosidasa 204. 

En relación al estrés oxidativo, se ha demostrado que la naringina posee 

actividad secuestrante de radicales de manera dosis-dependiente frente a 

cloruro de 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo y tetraetilamonio. En concentraciones de 

5 a 2000 µM, la naringina mostró actividad antioxidante y redujo la frecuencia 

de daño al ADN por H2O2 en células de fibroblastos de hámster chino (V79). De 
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manera similar, el pretratamiento con naringina sobre células de mioblastos 

(L6) sometidas a estrés oxidativo, revirtió la disminución de los niveles de 

glutatión (GSH) y el aumento de radicales libres intracelulares, así como la 

absorción de glucosa. Además, la naringina también demostró una reducción 

considerable en la glicación de proteínas. Por otro lado, la naringina activó la 

vía de señalización Nrf2 (encargada de la regulación de la respuesta celular 

frente al estrés oxidativo y protección contra lesiones celulares) en la línea 

celular mesangial glomerular de rata HBZY-1 196. 

Con respecto a su actividad anticancerígena, numerosos estudios han 

demostrado que la naringina inhibe la proliferación celular e induce la apoptosis 

sobre células tumorales, incluyendo células de cáncer de mama triple negativo 

(TNBC), células de cáncer cervical humano (SiHa) y células de cáncer de 

vejiga; también desempeña un papel en la motilidad celular al reducir la 

migración e invasión de algunas células tumorales 196.  

Existe numerosa evidencia que asocia el tratamiento con naringina, sola o en 

combinación con otros fármacos, y la actividad antitumoral; la naringina emplea 

mecanismos multidireccionales para obstaculizar el inicio, la promoción y la 

progresión del cáncer mediante la modulación de cascadas de señalización 

desreguladas involucradas en la proliferación celular, la autofagia, la apoptosis, 

la inflamación, la angiogénesis, la metástasis y la invasión. Por otro lado, los 

complejos naringina-metal han mostrado mayores efectos anticancerígenos en 

comparación con la naringina libre, haciendo de este flavonoide un candidato 

prometedor para la prevención y el tratamiento del cáncer 198. 

7.2. Bloqueadores del receptor de angiotensina II (BRAs) 

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) se ha identificado en varios 

tejidos, incluidos el corazón, el cerebro, los riñones y las paredes de los vasos, 

y se caracteriza por una secuencia de reacciones enzimáticas. El sistema 

SRAA es el sistema más importante que regula la presión arterial. El 

angiotensinógeno formado en el hígado es escindido por la enzima renina para 

formar el decapéptido inactivo angiotensina I (Ang I), que es escindido aún más 

por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) para formar la hormona 

octapéptido (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) angiotensina II (Ang II) 
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(Esquema I-3). El sistema SRAA juega un papel fundamental en la 

homeostasis cardiovascular y la regulación de la presión arterial 205. 

 

Esquema I-3. Sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Adaptado de Vargas-

Rodriguez et al., 2022 206. 

La angiotensina II es el componente biológicamente activo del sistema renina-

angiotensina y es responsable de la mayoría de los efectos periféricos de este 

sistema. La angiotensina II es un importante regulador de la presión arterial, la 

secreción de aldosterona y la homeostasis de los líquidos, y también es un 

factor etiológico importante en la hipertensión y otros trastornos 

cardiovasculares. Los bloqueadores del receptor de angiotensina II (BRAs), 

también conocidos como sartanes, se han desarrollado como una terapia 

moduladora para el sistema renina-angiotensina-aldosterona. También son 

conocidos como antagonistas de los receptores de angiotensina II, como su 

nombre lo indica, se dirigen al sistema renina-angiotensina bloqueando la 

acción de la angiotensina II a nivel del receptor. Algunos grupos funcionales 

comúnmente presentes en la estructura química de estos compuestos 

comprenden un grupo bifenilo, un anillo imidazol y un anillo tetrazol 207.  En la 
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Figura I-9 se muestran las estructuras de diferentes sartanes usados como 

fármacos antihipertensivos. 

 

Figura I-9. Estructuras químicas de algunos sartanes disponibles actualmente. Tomado de 

Alnajjar et al., 2020 208. 

La Ang II se encuentra involucrada en los procesos fisiopatológicos de diversas 

enfermedades a través de la inducción de estrés oxidativo, angiogénesis e 

inflamación. La inducción de la NADPH (nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato) oxidasa explica la afirmación anterior. Se ha reconocido durante mucho 

tiempo que la señalización del receptor AT1 mediada por Ang II estimula la 

activación de la proteína quinasa C (PKC). La PKC-α activada media la 

inducción de la enzima NADPH oxidasa vascular, lo que conduce a una 

producción excesiva de radicales superóxido. Además de la PKC, la regulación 

positiva del leucotrieno B4 (LTB4) mediada por Ang II también participa en la 

inducción de la NADPH oxidasa. Por otra parte, la Ang II regula positivamente 
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la señalización descendente de NF-κB lo que conduce a la transcripción de 

varios mediadores proinflamatorios, incluido el VEGF 209. 

7.2.1. Olmesartan 

De entre los diferentes BRA, el olmesartán se destaca como un medicamento 

eficaz para el tratamiento de la hipertensión por múltiples razones. En primer 

lugar, ha demostrado ser altamente efectivo en la reducción de la presión 

arterial en adultos. Además, su excelente tolerancia general se refleja en 

efectos secundarios leves y transitorios, que tienden a desaparecer con el 

tiempo. Su perfil de seguridad es particularmente notable en comparación con 

otros fármacos para la hipertensión 210,211. El olmesartán se suministra como 

olmesartán medoxomilo (Figura I-10), que es la pro-droga que hidroliza in vivo 

a la forma activa olmesartán 212. 

 

Figura I-10. Estructura química del olmesartán medoxomilo. 

El olmesartán es bien tolerado y efectivo en el tratamiento de la hipertensión 

arterial 213, fue aprobado por la FDA en 2002 214 y se comercializa como 

olmesartán medoxomil. Este profármaco se metaboliza rápidamente a su 

componente activo por esterasas en la mucosa gastrointestinal, la sangre 

venosa portal y el hígado 215. 

Los sartanes más afines a los receptores AT1 son olmesartán y candesartán, 

seguidos por irbesartán y eprosartán. Con menor afinidad se destacan 

valsartán e irbesartán, seguidos por losartán 216–218. La Figura I-11 muestra la 

interacción entre el olmesartán y el receptor de angiotensina II. Se observa el 

bloqueo del receptor por las diferentes interacciones de los grupos imidazol, 

bifenilmetil y tetrazol. 
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Figura I-11. Estructura cristalina que muestra las interacciones entre el receptor AT1 y 

olmesartán. Tomado de Zhang et al., 2015 219. 
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Capítulo II. Materiales y métodos 

Introducción 

En este capítulo se describen los reactivos y materiales utilizados en la 

síntesis, caracterización y determinación de las propiedades biológicas de los 

compuestos estudiados en este trabajo de tesis. Además, se presentan los 

procedimientos llevados a cabo en cada una de estas etapas, con el objetivo 

de proporcionar una descripción completa de los métodos empleados en esta 

investigación. 

1. Reactivos  

Todos los productos químicos utilizados en este trabajo fueron de grado 

analítico y se emplearon tal como se suministraron: Naringina (Sigma, St. 

Louis, MO, USA), cloruro de oxidovanadio(IV) (solución acuosa al 50 % p/v, 

Carlo Erba), acetilacetonato de oxidovanadio(IV) (Fluka), sulfato de 

oxidovanadio(IV) pentahidrato (Merck), monohidrato de 1,10-fenantrolina 

(Merck), ZnCl2 (Biopack, Argentina) y olmesartán (Zhuhai Rundu 

Pharmaceutical Co., Ltd. China). 

1.1. Naringina 

La naringina es un compuesto polifenólico también conocido como naringósido 

o naringina hidratada, es una flavanona-7-O-glicósido formada entre la 

flavanona naringenina y el disacárido neohesperidosa, químicamente se 

conoce como 4′,5,7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucósido (C27H32O14), posee un 

peso molecular igual a 580,5 g/mol y una solubilidad en agua de 1 mg/mL a 40 

°C 1,2. Se clasifica como una flavanona glicosilada que puede ser obtenida de 

diversas fuentes vegetales, principalmente pomelo y otras frutas cítricas. 
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Figura II-1. Estructura química de la naringina. 

1.2. Olmesartán 

El olmesartán es un antagonista del receptor de angiotensina II, pertenece a la 

familia de fármacos llamados bloqueadores de los receptores de angiotensina II 

(BRA). Su estructura química presenta un anillo imidazol y un grupo bifenil-

tetrazol, estas características son comunes en las estructuras de otros BRA 

como: losartán, valsartán, telmisartán, irbesartán, candesartán y azilsartán. Los 

BRA se unen selectivamente al receptor de angiotensina II, tipo 1 o receptor 

AT1, y previenen que la proteína angiotensina II se una y ejerza sus efectos 

hipertensivos, los cuales incluyen vasoconstricción, estimulación y síntesis de 

aldosterona, estimulación cardíaca y reabsorción renal de sodio, entre otros 3.  
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Figura II-2. Estructura química del olmesartán. 
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2. Síntesis química de los complejos de coordinación 

2.1. Síntesis del complejo [VO(Narg)2]∙8H2O (VONarg9) 

El complejo [VO(Narg)2]∙8H2O (VONarg9) fue sintetizado empleando métodos 

diferentes a los reportados previamente 4. El primer método consistió en 

agregar gota a gota una solución de sulfato de oxidovanadio(IV) pentahidrato 

en metanol (0,25 mmol, 5 mL) a una solución metanólica de naringina (0,5 

mmol, 20 mL); se ajustó el pH a 9 con NaOH 0,2 M y después de 1 hora de 

agitación bajo atmósfera de nitrógeno, se precipitó un sólido amarillo de 

tonalidad verde al agregar 100 mL de agua destilada. El sólido obtenido se 

filtró, se lavó con agua destilada y se secó a 60 °C. El segundo método 

consistió en agregar 0,25 mmol de acetilacetonato de oxidovanadio(IV) a una 

solución acuosa de naringina (0,5 mmol, 20 mL) a pH 9 y 80 °C. Después de 30 

minutos de agitación bajo atmósfera de nitrógeno, el precipitado de color 

amarillo y tonalidad verde se filtró y lavó varias veces con agua destilada 

caliente y se dejó secar a 60 °C. 

2.2. Síntesis del complejo [VO(Narg)(Fen)Cl]∙3H2O (VONF.Cl) 

Con el propósito de cambiar ciertas propiedades del complejo 

[VO(Narg)2]∙8H2O, se sintetizó el complejo [VO(Narg)(Fen)Cl]∙3H2O (VONF.Cl), 

mediante la sustitución de uno de los ligandos (Narg) por (Fen). Para llevar a 

cabo esta síntesis, se empleó un método previamente descrito para un sistema 

similar, con algunas modificaciones 5. Primero, el método consistió en preparar 

un precursor de [VIVO]2+ con 1,10-fenantrolina. Para ello, se mezclaron 0,5 

mmol de monohidrato de 1,10-fenantrolina y 0,5 mmol de VOCl2 en 2,4 mL de 

agua destilada bajo atmósfera de nitrógeno hasta obtener una solución 

uniforme. Luego, esta solución se agregó sobre una mezcla de naringina (0,5 

mmol) y trietilamina (0,25 mmol) en 5,6 mL de etanol, el pH final fue de 3 – 3,5. 

Después de agitar durante 60 minutos, se ajustó el pH de la solución a 6 con 

trietilamina. Finalmente, se precipitó un sólido verde utilizando acetona o 

acetonitrilo. El complejo se recuperó por filtración y se lavó varias veces con el 

solvente utilizado para precipitar antes de dejarlo secar a una temperatura de 

60 °C. 
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2.3. Síntesis del complejo K2[VO(Narg)(H2O)2]·3H2O (VONarg12) 

Con el objetivo de comparar cómo el sitio de coordinación influye en la 

actividad biológica del sistema VO-Naringina, se sintetizó el complejo 

K2[VO(Narg)(H2O)2]·3H2O (VONarg12), que se une al metal a través de la 

región glicosídica del flavonoide. De esta manera, pudimos estudiar las 

diferencias con respecto al complejo [VO(Narg)2]∙8H2O (VONarg9), que 

coordina a través de los grupos 4-carbonilo y 5-hidroxi de la naringina.  

Para obtener el complejo VONarg12, se tomaron 0,2 mmol de naringina y se 

disolvieron en 4 mL de agua destilada mediante la adición de KOH 1M hasta 

alcanzar un pH de 12,8. Después de agitar durante 30 minutos, se agregaron 

0,2 mmol de acetilacetonato de oxidovanadio(IV) bajo atmósfera de nitrógeno y 

se continuó agitando hasta que el sólido se disolvió por completo. 

Rápidamente, se reajustó el pH a 12,5 y se precipitó el complejo sobre alcohol 

isopropílico frío (8 °C). El sólido floculento fue recuperado mediante 

centrifugación y posterior filtración, después fue lavado con más alcohol 

isopropílico y se dejó secar a 60 °C. 

2.4. Síntesis del complejo [Zn(Olme)(H2O)2] (ZnOlme) 

Para obtener el complejo [Zn(Olme)(H2O)2] (ZnOlme), se agregó gota a gota 

una solución de ZnCl2 en agua (1 mmol, 10 mL), sobre una solución de 

olmesartán en metanol neutralizada con NaOH 1M (1 mmol, 100 mL), la mezcla 

se agitó durante 30 minutos y posteriormente se recuperó el sólido precipitado 

mediante filtración. El sólido se lavó con agua y metanol y se secó a 60 °C. 

Con la intención de obtener cristales de los complejos sintetizados, se aplicaron 

diversos métodos de cristalización: evaporación lenta, difusión liquido-liquido, 

difusión liquido-vapor, cristalización por enfriamiento, cristalización en geles de 

silicato o síntesis en reactor solvotermal 6–10. Sin embargo, ninguno de los 

métodos aplicados permitió la obtención de monocristales aptos para su 

determinación estructural mediante difracción de rayos-X. Los complejos que 

contienen el catión oxidovanadio(IV) se descomponen luego de varios días en 

solución y/o el vanadio se oxida, por lo que no pueden permanecer en solución 

durante un proceso de cristalización por evaporación del solvente y/o 

enfriamiento, incluso a baja temperatura o en atmósfera inerte (N2). Por otra 
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parte, las técnicas aplicadas para el complejo de ZnOlme, condujeron a la 

formación inmediata de un precipitado. 

3. Métodos de caracterización fisicoquímica  

3.1. Estudios en fase sólida 

3.1.1. Análisis elemental para carbono, hidrogeno y nitrógeno. 

El análisis elemental es una técnica que permite determinar los principales 

elementos de una sustancia orgánica, es decir, carbono, hidrógeno, nitrógeno y 

azufre, se determinan comúnmente utilizando analizadores comerciales en los 

que la muestra sufre una descomposición oxidativa y la posterior reducción de 

los óxidos de nitrógeno y azufre con la formación de los productos finales: 

dióxido de carbono, agua, nitrógeno elemental y dióxido de azufre 11. 

Los diferentes análisis elementales para C, H y N realizados en este trabajo de 

tesis se contrataron con el Instituto de Química Física de los Materiales, Medio 

Ambiente y Energía (INQUIMAE-CONICET) de la Universidad de Buenos Aires 

y los análisis se efectuaron en un analizador Carlo Erba Elemental Analyzer 

1108. En este equipo se produce la combustión de la muestra en un tubo 

reactor donde se transforma a CO2, H2O y N2, la separación de los gases se 

realizó por cromatografía gaseosa con columna de porapac de longitud variable 

y para la detección se utilizó un detector de conductividad térmica. Previo al 

análisis se realizó una calibración con sustancias de composición conocida. 

Para la calibración se utilizó sulfanilamida, y para el ensayo de control, ácido 

sulfanilico. 

3.1.2. Determinación de Vanadio 

La determinación de vanadio se realizó por un método en el que se mide la 

absorbancia de un producto coloreado (fosfotungstovanadato), el cual es 

obtenido como resultado de la reacción de vanadio(V) en solución ácida, con 

ácido fosfórico y tungstato de sodio 12,13. 

Para la determinación, se tomó la muestra solida (15 – 20 mg) y se sometió a 

digestión acida por el agregado de ácido sulfúrico y ácido nítrico en relación 3:1 

y calentamiento. Este proceso se repitió de 3 a 5 veces con la intención de 

destruir toda la materia orgánica y oxidar el vanadio. Posteriormente, sobre la 
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muestra digerida se añadieron 5 mL de ácido fosfórico al 50 % v/v y 5 mL de 

tungstato de sodio al 10 % p/v. La mezcla se calentó a 100 °C por 15 min y se 

aforó a 50 mL con agua destilada. La absorbancia de la solución se midió a 400 

nm y el contenido de vanadio se obtuvo al comparar los resultados con una 

curva de calibración previamente realizada utilizando NH4VO3. 

3.1.3. Determinación de Zinc 

Para determinar el contenido de Zn(II) se utilizó el reactivo Zincon (ácido 2-[2-

[(Z)-N-[(E)-(6-oxo-3-sulfociclohexa-2,4-dien-1-ylidene)amino]-C-

fenilcarbonimidoil]hidrazinil] benzoico). En primer lugar, se preparó una 

solución stock de la sal sódica de Zincon a una concentración de 1,6 mM 

mediante la disolución de 7 mg del sólido en 0,2 mL de NaOH 1M y aforando a 

10 mL con agua destilada. Para la determinación, se mezclaron 25 µL de la 

solución stock de zincon y 25 µL de la muestra en 950 µL de tampón borato 50 

mM pH 9. Después de incubar a 20 °C durante 5 minutos, se midió la 

absorbancia de la mezcla a 620 nm. La concentración de zinc se obtuvo 

mediante la comparación de los resultados con una curva de calibración 

previamente realizada utilizando ZnSO4·7H2O en un rango de concentración 

entre 0 y 40 µM 14. 

3.1.4. Espectroscopía de absorción atómica 

La espectroscopía de absorción atómica es una técnica utilizada para 

determinar la concentración de un metal específico en una muestra, para ello 

se mide la cantidad de luz absorbida por los átomos de ese metal 15. Es una 

herramienta muy útil en química analítica para determinar metales y metaloides 

debido a su alta sensibilidad y baja interferencia. Las dos formas básicas de 

atomizar la muestra son la llama y el calentamiento electrotérmico 16. 

Los análisis realizados por espectrometría de absorción atómica se contrataron 

con el Centro de Investigación y Desarrollo en Ciencias Aplicadas “Dr. Jorge J. 

Ronco” (CINDECA-CONICET) de la Universidad Nacional de La Plata. La 

determinación se realizó empleando un espectrómetro de absorción atómica 

Varian AA240, la atomización de la muestra se hizo por llama de aire-acetileno 

y la cuantificación se hizo empleando una curva de calibración externa. 
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3.1.5. Análisis termogravimétrico (TGA)  

El análisis térmico se refiere al estudio del comportamiento de un material en 

función de su temperatura. En el análisis termogravimétrico (TGA), se registra 

la masa de una muestra mientras se incrementa la temperatura a lo largo del 

tiempo, lo que proporciona información sobre la estabilidad térmica del 

compuesto 17. En general, el TGA permite determinar la presencia de 

moléculas de agua o solvente directamente coordinados al metal o moléculas 

de solvatación 18, a partir de la lectura del porcentaje de masa de residuo 

obtenido, y de su caracterización, puede determinarse parte de la 

estequiometría del complejo.  

El análisis termogravimétrico se realizó utilizando una termobalanza Shimadzu 

TGA-50. Las medidas se condujeron en atmósfera de O2 con un flujo de 50 

mL/min  y una velocidad de calentamiento igual a 10 °C/min y se registró la 

descomposición térmica desde temperatura ambiente hasta 800 °C.  

Para cada análisis se utilizaron entre 10 y 20 mg de muestra. Los residuos 

fueron identificados por espectroscopía FTIR.  

3.1.6. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR) 

La espectroscopía infrarroja es una técnica que se utiliza para analizar los 

modos vibracionales de las moléculas. Los grupos funcionales presentes en las 

moléculas pueden ser identificados por medio de bandas de absorción 

infrarroja que son características de cada uno de ellos. Estas bandas 

corresponden a las vibraciones fundamentales de los grupos funcionales 19. 

Para la obtención de los espectros infrarrojos, se tomó una cantidad adecuada 

de la muestra (1-2 mg) y se mezcló con bromuro de potasio (Merck) (0,05 – 0,1 

g). Luego, se pulverizó y homogeneizó la mezcla con un mortero hasta obtener 

un polvo fino. A continuación, se preparó una pastilla con una prensa 

hidráulica. Los espectros infrarrojos de la pastilla fueron obtenidos utilizando un 

espectrofotómetro FTIR Bruker IFS 66, con una resolución espectral de ± 4 cm-

1 y un total de 60 escaneos acumulados en el rango de 4000 a 400 cm-1. Para 

el análisis de los espectros, se utilizó el programa OPUS 4.2.  
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3.1.7. Espectroscopía de reflectancia difusa UV-Vis (UV-Vis DRS)  

La espectroscopía UV-Vis de reflectancia difusa es una técnica ampliamente 

utilizada para el análisis de polvos y superficies, la técnica se basa en que un 

haz de radiación UV-Vis colimada se dirige con un cierto ángulo sobre la 

muestra y, como resultado, la superficie refleja la radiación. El valor obtenido se 

convierte en la reflectancia (reflectancia relativa) con respecto a la reflectancia 

del estándar de referencia 20,21. 

Los espectros de reflectancia difusa UV-Vis fueron registrados en un 

espectrofotómetro UV-Vis, Shimadzu UV 2600 con el accesorio ISR-2600PLUS 

usando BaSO4 como estándar. El análisis de los espectros se realizó utilizando 

el programa UVProbe 2.43 Shimadzu Visual solutions. Los espectros de 

reflectancia difusa fueron transformados a su equivalente en unidades de 

absorbancia al aplicar la función Kubelka-Munk. 

3.1.8. Espectroscopía paramagnética electrónica (EPR) 

La espectroscopía de resonancia paramagnética electrónica (EPR) se utiliza 

para medir la absorción de radiación en la región de microondas (104–106 

MHz) por sustancias que contienen uno o más electrones desapareados 

(paramagnéticas). Las sustancias paramagnéticas exhiben espectros de EPR 

bajo la influencia de un campo magnético aplicado mediante su interacción con 

los electrones desapareados. La espectroscopía EPR también se conoce como 

espectroscopía de resonancia de espín de electrones (ESR) o espectroscopía 

de resonancia magnética electrónica 22. 

Los espectros de EPR se midieron en colaboración con el Departamento de 

Física de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas de la Universidad 

Nacional del Litoral. Los espectros de EPR en banda X se obtuvieron de 

muestras en polvo y soluciones en DMSO o en mezcla con H2O a temperaturas 

entre 100 K (-173,15 °C) y 298 K (24,85 °C) en un espectrómetro Bruker EMX-

Plus, equipado con una cavidad rectangular con modulación de campo de 100 

kHz. Se corrigió la línea base de los espectros, cuando fue necesario, 

utilizando el programa de procesamiento WinEPR (Bruker, Inc). Los valores g- 

y A- se obtuvieron mediante simulaciones utilizando las herramientas EasySpin 

5.2.3 23 y asumiendo un hamiltoniano de spin axial de la forma: H = μB [g∥BzSz + 
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g⊥ (BxSx + BySy)] + [A∥SzIz + A⊥(SxIx + SyIy)], donde μB es el magnetón de Bohr y 

g∥, g⊥, A∥, A⊥ son los componentes de los tensores axiales g y A, 

respectivamente; Bx/y/z, Sx/y/z, e Ix/y/z son los componentes del campo magnético, 

y de los operadores de spin del electrón y del núcleo V, respectivamente. 

3.2. Estudios en solución  

3.2.1. Espectrofotometría electrónica (UV-Vis) 

La espectrofotometría UV-Vis es un método analítico ampliamente utilizado que 

mide la absorción de luz en la región espectral ultravioleta-visible (200 – 800 

nm) por parte de una muestra 24. La absorción detectada se debe a la 

promoción de electrones a un estado excitado de energía. Los electrones en 

diferentes entornos en una sustancia requieren una cantidad de energía 

específica para ser promovidos a un estado de mayor energía y, por lo tanto, 

las sustancias absorben la luz a diferentes longitudes de onda, lo que se 

detecta como el máximo de absorbancia.  

Los espectros electrónicos UV-Vis de los diferentes compuestos utilizados en 

este trabajo fueron obtenidos en un espectrofotómetro UV-Vis, Shimadzu UV 

2600 con arreglo de diodos de doble haz. El equipo cuenta con una resolución 

igual a 0,1 nm desde 185 hasta 900 nm con ancho de banda variable. Se 

utilizaron cubetas de cuarzo con una longitud de 1 cm. Los espectros y datos 

registrados con este equipo se analizaron utilizando el programa UVProbe 2.43 

Shimadzu Visual solutions. 

3.2.2. Comportamiento del ligando por variación del pH 

Con el objetivo de estudiar el comportamiento en solución de los distintos 

ligandos empleados en este trabajo, se disolvieron en un solvente apropiado a 

una concentración de 1x10-5 M y se registraron sus espectros electrónicos en 

intervalos ascendentes de una unidad de pH desde 2 hasta 12-13 mediante la 

adición de NaOH o HCl, según correspondiera. Este procedimiento permitió 

identificar variaciones estructurales, como desprotonaciones, conforme se varió 

el pH. 
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3.2.3. Interacción de ligado y metal por variación del pH 

Para investigar la interacción entre ligando y metal en solución, se disolvieron 

ligandos en un solvente apropiado a una concentración de 1x10-2 M. El pH se 

ajustó a 2 con HCl y se mezcló con una solución de una sal del metal estudiado 

a una concentración final de 5x10-3 M, para obtener una proporción final 

ligando a metal de 2:1. Luego, se registraron los espectros electrónicos por 

intervalos ascendentes de una unidad de pH, por adición de NaOH o HCl, 

según correspondiera, hasta alcanzar un pH de 12-13. Este procedimiento 

permitió estudiar la formación de complejos en solución y su estabilidad bajo 

diferentes condiciones de pH.  

3.2.4. Determinación de la relación estequiométrica 

La determinación de la relación estequiométrica de los complejos sintetizados 

en este trabajo se realizó empleando el método de la relación molar. Este 

método permite determinar la estequiometría de un complejo formado en 

solución al graficar la absorbancia de la solución de ligando y metal, a una 

longitud de onda fija, frente a la relación molar de los dos reactivos, 

manteniendo constante la concentración del ligando 25. Para ello, se agregó 

gradualmente una solución de la sal del metal estudiado a una solución de 

ligando de concentración conocida y se midió la absorbancia de la solución 

después de cada adición a un valor fijo de pH identificado previamente para 

cada sistema. La relación estequiométrica se determinó a partir del punto de 

equivalencia, es decir, el punto en el que se ha agregado suficiente sal del 

metal para que se formen todas las moléculas del complejo de coordinación. 

Concretamente, a una solución de ligando 1x10-2 M en un solvente apropiado, 

se agregaron diferentes volúmenes de la solución de la sal metálica 0,5 M en el 

mismo solvente resultando en proporciones ligando a metal de 10:1 hasta 

0,5:1. En cada punto de la valoración se midió la absorbancia del complejo 

formado. Los datos de absorbancia se registraron en función de la relación 

molar entre ligando y sal, lo que permitió la construcción de una curva de 

titulación, el punto de equivalencia es la intersección entre las rectas generadas 

a partir de los datos de absorbancia. 
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Para el complejo [Zn(Olme)(H2O)2], también se determinó la estequiometria por 

el método de Benesi-Hildebrand 26, al medir la intensidad de fluorescencia de 

soluciones 1x10-3 M de olmesartán con diferentes concentraciones de Zn(II) 

desde 1x10-4 M hasta 2x10-3 M. Al suponer que el Zn(II) forma un complejo 1:1 

con olmesartán, la ecuación aplicada fue: 1/(F - F0) = 1/(F∞ - F0)K[Me]0 + 1/(F∞ 

- F0), donde F es la intensidad de fluorescencia en cada concentración de metal 

([Me]0) y F0 es la intensidad de fluorescencia del olmesartán, y K es la 

constante de asociación.   

3.2.5. Estabilidad 

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de los complejos en solución y 

verificar que no sufran cambios antes de ser utilizados en los ensayos 

biológicos, se midió la variación de sus espectros electrónicos con el paso del 

tiempo. Para ello, se disolvieron los complejos en un solvente adecuado a una 

concentración en el orden de 10-3 - 10-5 M y se registró la variación de sus 

espectros electrónicos por un periodo de al menos 2 horas a temperatura 

ambiente. La estabilidad de los complejos se determinó al evaluar la 

permanencia de sus características espectrales en función del tiempo, 

asegurando que no haya alteraciones significativas en su estructura y, por 

ende, en su funcionalidad biológica. 

3.2.6. Resonancia magnética nuclear (RMN) 

La espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) implica la detección 

de interacciones entre núcleos con momentos magnéticos intrínsecos (es decir, 

con un spin distinto de cero) y campos magnéticos aplicados, en la zona de 

radiofrecuencias, lo que permite determinar los entornos químicos locales de 

los núcleos activos para la RMN 27. El campo magnético aplicado produce 

desdoblamiento de los niveles de energía del spin nuclear, tal que se inducen 

transiciones entre ellos con la absorción de la radiación electromagnética 

adecuada. Como los niveles de energía dependen de los núcleos y su entorno 

electrónico, la intensidad y posición de las señales en el espectro se relacionan 

con su estructura molecular 28.  

Se registraron los espectros de RMN para 1H y 13C en un espectrómetro Bruker 

Ultrashield 600, 14,1 Tesla, a partir de soluciones en DMSO-d6 a 25 °C y una 
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frecuencia de 600 MHz y 150 MHz, respectivamente. Se usó tetrametilsilano 

(TMS) como patrón interno para calibrar el desplazamiento químico (δ). Los 

Espectros obtenidos fueron analizados utilizando el programa MestreNova. 

Es importante aclarar que, si bien las medidas de RMN se realizan sobre 

compuestos diamagnéticos, las muestras paramagnéticas también pueden ser 

analizadas, pero generan señales anchas. Por lo tanto, se seleccionó la 

espectroscopía de EPR para las determinaciones estructurales de los 

complejos de vanadio y la espectroscopía de RMN para el complejo de zinc. 

3.2.7. Conductividad molar 

El estudio del comportamiento electrolítico de compuestos de coordinación en 

solución ofrece información valiosa sobre su naturaleza y composición. Al 

analizar la conductividad eléctrica de soluciones de estos complejos, se puede 

obtener información sobre el número de iones presentes en la solución y, por lo 

tanto, deducir información estructural relevante 29. Las medidas de 

conductividad molar se realizaron a temperatura ambiente con un 

conductímetro TDS Probe 850.084, Sper Scientific Direct a soluciones de 

concentración 1x10-3 M. Como una medida de la estabilidad en solución, se 

registró el cambio en la conductividad por un periodo de al menos 2 horas. 

3.2.8. Espectroscopía de fluorescencia 

La espectroscopía de fluorescencia es una técnica analítica que se utiliza para 

medir la emisión de luz fluorescente en una muestra. Con esta técnica se 

irradia luz con una longitud de onda específica sobre la muestra, lo que 

provoca que los electrones en ella se exciten y salten a estados de energía 

más altos. Al volver a su estado de energía original, los electrones emiten luz 

de una longitud de onda más larga y menor energía que la luz de excitación. La 

luz emitida se detecta y se utiliza para obtener información sobre la muestra, 

como la concentración de una sustancia específica o su estructura molecular 30.  

Los espectros de fluorescencia fueron obtenidos en un espectrofluorómetro 

Shimadzu RF-6000, con lámpara de xenón de 150 W, en un rango de longitud 

de onda de 200 a 900 nm, con una resolución de 1 nm y ancho de banda 

variable, con ancho de rendija de entrada y salida de 10 nm, usando una 
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velocidad de escaneo de entre 2000 y 6000 nm/min. Se utilizaron cubetas de 

cuarzo con sus cuatro caras pulidas de 1 cm de longitud. Los espectros y datos 

registrados con este equipo se visualizaron con el programa Lab solutions RF 

versión 1.11. 

4. Interacción con albúmina sérica bovina (biodisponibilidad) 

La interacción entre biomacromoléculas, en especial aquella entre las proteínas 

plasmáticas y los medicamentos, ha sido un campo de investigación 

interesante en las ciencias de la vida, la química y la medicina clínica. La 

albúmina sérica bovina (ASB) se utiliza como proteína modelo para la entrega 

de medicamentos debido a su importancia médica, abundancia, bajo costo, 

facilidad de purificación, propiedades de unión a ligandos y su aceptación 

generalizada en la industria farmacéutica. Es bien sabido que la albúmina 

sérica bovina tiene dos residuos de triptófano que exhiben fluorescencia 

intrínseca, situados en las posiciones 134 y 212, respectivamente 31,32. 

Con el fin de medir la interacción entre los diferentes compuestos estudiados 

en este trabajo y la albúmina sérica bovina, se disolvió esta última en tampón 

Tris-HCl (0,1 M, pH 7,4) para obtener una concentración final de 6 μM y se 

mezcló con los compuestos en estudio hasta obtener soluciones con 

concentraciones finales de entre 0 y 100 μM, cuando no fue posible disolver 

directamente los compuestos en tampón Tris-HCl, se empleó DMSO a una 

concentración final de 0,5 % v/v. Las soluciones se incubaron a 25, 30 y 37 °C 

por una hora, posterior a cada incubación se midieron los espectros de 

fluorescencia con una longitud de onda de excitación de 280 nm y se registró el 

espectro de emisión entre 290 y 450 nm, las ranuras de emisión se ajustaron a 

10 nm y la velocidad de escaneo fue de 6000 nm/minuto. Para cada muestra y 

concentración se midieron mínimo 3 réplicas en al menos 3 experimentos 

independientes. El análisis de los datos se hizo empleando el programa 

OriginPro 9.1.0. 

5. Evaluación de la actividad antioxidante in vitro 

Los compuestos antioxidantes han ganado gran interés debido a sus roles 

protectores contra la deterioración oxidativa en productos alimentarios y 

farmacéuticos, así como en el cuerpo contra los procesos patológicos 
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mediados por el estrés oxidativo. Como resultado, frecuentemente se estudia la 

actividad antioxidante in vitro de compuestos derivados de plantas y extractos 

naturales debido a sus posibles efectos protectores 33. 

5.1. Determinación de la actividad secuestrante del radical 
hidroxilo (HO∙) 

El estrés oxidativo es un factor clave en el desarrollo de muchas 

enfermedades. Ocurre cuando la capacidad del cuerpo para defenderse contra 

las especies reactivas de oxígeno (EROs) se ve superada. Los radicales 

hidroxilo (HO∙) son EROs que pueden dañar biomoléculas importantes en el 

cuerpo, lo que lleva a condiciones como inflamación crónica, 

neurodegeneración y cáncer. Muchas investigaciones tienen el objetivo de 

encontrar moléculas antioxidantes con el potencial de prevenir o detener la 

progresión de enfermedades asociadas al estrés oxidativo excesivo al reducir 

la producción de radicales libres o su eliminación 34. 

Para determinar la actividad secuestrante de radicales HO∙, se generaron los 

radicales por el sistema ascorbato/Fe3+/H2O2. La mezcla de reacción contiene 

2-desoxirribosa 3,75 mM, H2O2 2,0 mM, FeCl3 100 μM y EDTA 100 μM con los 

compuestos estudiados en concentraciones de entre 0 y 100 μM en tampón 

fosfato 20 mM, pH 7,4. La reacción se inició por la adición de ácido ascórbico 

100 μM, y se incubó durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente, la degradación 

de la 2-desoxirribosa por los radicales HO∙ se midió por el método de Halliwell y 

colaboradores 35. El producto formado por la degradación de la 2-desoxirribosa 

reacciona con ácido tiobarbitúrico (ATB) a 100 °C en condiciones ácidas (en 

presencia de ácido tricloroacético (TCA)) dando como resultado la formación de 

un grupo cromógeno cuya absorbancia se registró a 532 nm 36. El porcentaje 

de secuestro se determinó al normalizar los resultados con respecto al control 

(sin antioxidante), asignándole a este un valor arbitrario del 100 %. Para 

asegurar la precisión de los resultados, para cada muestra y concentración se 

midieron mínimo 3 réplicas en al menos 3 experimentos independientes. 

5.2. Determinación de la actividad secuestrante del radical DPPH∙ 

Para medir la actividad secuestrante de radicales, el método del DPPH· (1,1-

difenil-2-picrilhidrazilo) se destaca como un método sencillo y reproducible. El 
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radical DPPH·, un radical libre y estable, de color violeta intenso, se utiliza 

ampliamente para evaluar la actividad antioxidante in vitro. El ensayo del 

DPPH· se basa en la reacción entre el antioxidante (donante de hidrógeno o 

agente reductor) y el radical DPPH·, lo que resulta en el cambio a su forma no 

radical, que es de color amarillo pálido 37. Si bien, el radical DPPH· no es una 

especie reactiva de oxígeno, es utilizado de manera rutinaria para evaluar la 

actividad antioxidante, en este trabajo se determinó la capacidad secuestrante 

frente a este compuesto con fines comparativos.   

En este sentido, para determinar la actividad antioxidante frente al radical 

DPPH· se agregaron 0,5 mL de los compuestos en estudio en tampón Tris-HCl 

0,1 M, pH 7,4, para formar soluciones con concentraciones finales de entre 0 y 

100 μM sobre 2 mL de una solución en metanol del radical DPPH· (40 ppm). 

Luego de incubar por 1 hora en ausencia de luz a 25 °C, se registró la 

absorbancia de las muestras a 517 nm. Los resultados fueron normalizados 

con respecto al control (sin antioxidante), asignándole un valor arbitrario del 

100 %, de esta manera se calculó el porcentaje de secuestro del radical 

DPPH·. Se empleó ácido ascórbico a una concentración de 100 ppm como 

control positivo. Para asegurar la precisión de los resultados, se midieron al 

menos 3 réplicas de cada muestra y concentración en un mínimo de 3 

experimentos independientes. 

5.3. Determinación de la actividad símil superóxido dismutasa 
(SOD) 

La evaluación de la actividad SOD-símil de los compuestos estudiados se 

determinó de forma indirecta por su capacidad para inhibir la reducción del azul 

de nitro-tetrazolio (NBT). En esta reacción, el NBT actúa como un aceptor de 

electrones y se reduce a formazán (un compuesto azul) cuando se expone a 

radicales superóxido generados in situ por la reacción entre el sistema PMS 

(fenazina metosulfato) y NADH (nicotinamida adenina dinucleótido reducido). A 

medida que la reacción avanza, se observa un cambio de coloración de 

amarillo (NBT oxidado) a azul (NBT reducido), aumentando la absorbancia a 

560 nm. A medida que los compuestos inhiben la reducción del NBT, la 

absorbancia asociada con la formación de formazán disminuye. Por lo tanto, 
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cuanto menor sea el aumento de la absorbancia a 560 nm, mayor será la 

capacidad SOD-símil de los compuestos estudiados 36,38. 

Para medir la capacidad SOD-símil se agregaron 0,5 mL de los compuestos en 

estudio (para formar soluciones con concentraciones finales de entre 0 y 1000 

μM), 0,5 mL de NADH 1,40 mM y 0,5 mL de NBT 300 μM en tampón KH2PO4-

NaOH 0,1 M, pH 7,4. Después de incubar durante 15 min a 25 °C, la reacción 

se inició mediante la adición de 0,5 mL de fenazina metosulfato 120 μM. Luego, 

la mezcla se incubó durante 5 min, y se midió su absorbancia a 560 nm. El 

porcentaje de inhibición se obtuvo luego de normalizar los datos con respecto 

al control (sin antioxidante), asignándole a este un valor arbitrario de 100 %, 

luego, la cantidad de compuesto que produjo una inhibición del 50 % (IC50) se 

obtuvo al trazar el porcentaje de inhibición versus el logaritmo de la 

concentración del compuesto estudiado utilizando un asistente de regresión 

sigmoideo provisto por el programa SigmaPlot 12.0. Para asegurar la precisión 

de los resultados, se midieron al menos 3 réplicas de cada muestra y 

concentración en un mínimo de 3 experimentos independientes.  

5.4. Determinación de la actividad secuestrante del radical 
peroxilo (ROO∙) 

Para medir la actividad secuestrante de radicales peroxilo (ROO∙), se midió la 

capacidad de los compuestos estudiados para retrasar la degradación de la 

piranina causada por la acción de los radicales ROO∙ generados in situ a partir 

de la descomposición térmica del 2,2'-azo-bis(2-amidino-propano) 

dihidrocloruro (AAPH) 39. Se incubó AAPH (50 mM) durante 30 minutos a 37 °C 

y se agregó el compuesto estudiado en concentraciones de entre 0 y 100 μM y 

piranina (50 μM) en tampón fosfato-salino (PBS, 11 mM KH2PO4, 26 mM 

Na2HPO4, 115 mM NaCl, pH 7,4). La degradación de la piranina se siguió 

espectrofotométricamente midiendo la disminución en su absorbancia a 454 nm 

en función del tiempo a 37 ºC. Finalmente, se determinó la fase de retardo o 

fase lag, que es el tiempo transcurrido (en minutos) antes de que haya una 

reducción significativa en su absorbancia 40. El tiempo transcurrido (retraso de 

la degradación) se debe al efecto protector del agente antioxidante. La fase lag 

se obtiene de la intersección entre las rectas generadas a partir de los datos de 
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absorbancia en función del tiempo. Para asegurar la precisión de los 

resultados, se midieron al menos 3 réplicas de cada muestra y concentración 

en un mínimo de 3 experimentos independientes.  

6. Determinación de actividad anticancerígena y mecanismos de 
acción 

Los materiales empleados para cultivo celular se obtuvieron de Corning o 

Falcon (Corning, NY, EE. UU.). El medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium) se obtuvo en Gibco (Gaithersburg, MD, EE. UU.), la solucion 

TrypLETM en Invitrogen (Argentina SRL) y el suero fetal bovino (SFB) en 

Internegocios, Argentina. Todos los demás productos químicos utilizados 

fueron de grado analítico. 

6.1. Cultivo de líneas celulares 

Para la realización de este trabajo se emplearon diferentes líneas celulares 

tumorales y normales con el fin de evaluar la citotoxicidad y mecanismos de 

acción de los compuestos estudiados:  

A549: Esta línea celular se aisló por primera vez en 1972 de un paciente 

masculino de 58 años con adenocarcinoma de pulmón. Son células 

humanas de epitelio alveolar basal y se clasifican como carcinoma de 

pulmón de células no pequeñas (CPCNP) derivadas de neumocitos de 

tipo II en el pulmón, las que in vitro crecen adherentemente como una 

monocapa 41. 

HEK-293: La línea celular HEK-293 se refiere a la línea celular de riñón 

embrionario humano, que es una línea celular de uso común en la 

investigación biológica. Las células se derivaron originalmente del tejido 

renal de un embrión humano a principios de la década de 1970, y desde 

entonces se han estudiado y caracterizado de forma exhaustiva como 

modelo de células humanas normales 42. 

WISH: La línea celular WISH, se aisló por primera vez en noviembre de 

1958 del amnios epitelial humano normal por L. Hayflick en el Wistar 

Institute of Anatomoy and biology, son células epiteliales adherentes que 

crecen en monocapa 43. 
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Las líneas celulares empleadas se obtuvieron de ABAC (Asociación Banco 

Argentino de Células, INEVH, Pergamino, Buenos Aires, Argentina) o del 

Instituto Multidisciplinario de Biología Celular (IMBICE-CONICET-CIC) de La 

Universidad Nacional de La Plata. 

Las líneas celulares se cultivaron en frascos de 75 cm2 a 37 ºC en atmósfera 

humidificada con 5 % de CO2, usando el medio de cultivo Eagle modificado por 

Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM), suplementado con 100 

U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina y 10 % v/v de suero fetal 

bovino (SFB). Cuando las células alcanzaron el 70-80 % de confluencia, fueron 

despegadas utilizando TrypLE™ de Gibco (Gaithersburg, MD, EE.UU) o una 

solución de este al 20 % v/v en tampón fosfato-salino suplementado con EDTA 

(PBS-EDTA, 11 mM KH2PO4, 26 mM Na2HPO4, 115 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 

7,4). Luego, se cuantificaron las células por conteo en cámara de Neubauer y 

se sembraron en microplacas de múltiples pocillos (96, 48, 24 o 6) o en platos 

de 100 mm2 con medio de cultivo DMEM suplementado con SFB al 10 % v/v a 

una densidad de siembra promedio de 0,03x106 células/cm2 siguiendo las 

recomendaciones del proveedor 44. Luego de 24 horas, se removió el medio, se 

lavó la monocapa cuidadosamente con PBS y se añadieron los compuestos 

estudiados en concentraciones finales de entre 0 y 100 μM en DMEM; cuando 

no fue posible disolver directamente los compuestos en el medio de cultivo, se 

empleó DMSO a una concentración final máxima de 0,5 % v/v 45. Después de 

24, 48 o 72 horas de tratamiento con los compuestos estudiados, se retiró el 

medio, se lavó la monocapa cuidadosamente con PBS y se continuó con los 

procedimientos para la determinación de citotoxicidad o mecanismos de acción. 

6.2. Determinación de la viabilidad celular por el método del MTT 

El ensayo con MTT es un método ampliamente utilizado para determinar el 

número de células viables en estudios de proliferación y citotoxicidad. El 

ensayo colorimétrico se basa en la reducción de la sal amarilla de tetrazolio 

(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT), por acción de 

enzimas mitocondriales (succinato-deshidrogenasa) para formar cristales de 

formazán de color violeta. La cantidad de formazán producido es directamente 

proporcional a la cantidad de células metabólicamente activas (células viables). 
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Los cristales de formazán insolubles en el medio de cultivo, son posteriormente 

solubilizados con un solvente apropiado y la disolución coloreada es 

cuantificada midiendo la absorbancia a 570 nm 46,47. 

Para la determinación de la viabilidad celular se sembraron 0,012 x 106 células 

por pocillo en 100 μL de DMEM con SFB al 10 % v/v en placa de 96 pocillos. 

Luego de 24 horas de crecimiento, y con una confluencia de entre el 70 y 80 %, 

se lavó la monocapa con PBS y se trataron las células con los compuestos 

estudiados en concentraciones de entre 0 y 100 μM en DMEM por 24 horas. 

Después, se lavó la monocapa cuidadosamente con PBS y se incubaron las 

células por 3 horas a 37 °C con 100 μL del reactivo bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Abcam, Cambridge, UK) a una 

concentración de 0,5 mg/mL en DMEM para medir la actividad metabólica 

celular como indicador de la viabilidad. Posteriormente, se retiró el medio con la 

solución de MTT, y se lavó la monocapa con PBS, los cristales de formazán se 

disolvieron con 50 μL de DMSO. A continuación, se midió la absorbancia en un 

lector de micro placas (IVDIAGNOSTIK M201) a 570 nm. El porcentaje de 

viabilidad celular se estimó al normalizar los datos de absorbancia con respecto 

al control, asumiendo para este un valor de viabilidad igual al 100 %. Para 

asegurar la precisión de los resultados, se midieron al menos 6 réplicas de 

cada muestra y concentración en un mínimo de 3 experimentos 

independientes.  

6.3. Análisis morfológico por tinción con cristal violeta 

Con el fin de estudiar los cambios morfológicos a nivel celular causados por el 

tratamiento con los compuestos estudiados, se sembraron 0,3 x 106 células por 

pocillo en 2 mL de DMEM con SFB al 10 % v/v en placa de 6 pocillos. Luego de 

24 horas de crecimiento, y con una confluencia de entre el 70 y 80 %, se lavó la 

monocapa con PBS y se trataron las células por 24 y/o 48 horas con los 

compuestos estudiados a concentraciones de 0 y 100 μM. Después de retirar el 

medio, se lavó cuidadosamente la monocapa con PBS, se fijaron las células a 

la placa con metanol por 5 minutos, y se tiñeron durante 5 minutos con una 

solución de cristal violeta al 0,5 % p/v en metanol al 25 % v/v. Por último, se 

lavaron los pocillos con abundante agua y se examinaron los cambios 
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morfológicos por microscopía óptica, se registraron las imágenes utilizando una 

cámara fotográfica.  

6.4. Medida de especies reactivas de oxigeno (EROs) 

Como fue mencionado en el capítulo anterior, las especies reactivas de 

oxígeno (EROs) son moléculas altamente reactivas que contienen oxígeno. Se 

forman naturalmente como un subproducto del metabolismo del oxígeno y 

desempeñan funciones importantes en la señalización celular y la homeostasis. 

Sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo, los niveles de EROs pueden 

aumentar drásticamente, lo que puede ocasionar daño en proteínas, lípidos y 

ADN celular. El estrés oxidativo surge cuando hay un desequilibrio debido a un 

exceso de EROs u otros agentes oxidantes, frente a los cuales la célula no 

puede generar una respuesta antioxidante efectiva 48. 

Las células cancerígenas se caracterizan por presentar niveles más altos de 

EROs en comparación con las células normales como resultado de un 

desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes. Recientemente, un nivel 

elevado de estrés oxidativo se ha considerado un nuevo objetivo para la terapia 

contra el cáncer. Esto puede inducirse al aumentar las EROs exógenas y/o 

inhibiendo el sistema antioxidante protector endógeno. Los estudios preclínicos 

han aclarado que esto puede ser una estrategia anticancerígena eficaz 49,50.  

La inducción de estrés oxidativo puede determinarse al medir la generación de 

las EROs, para ello, en este trabajo se utilizó la sonda fluorescente diacetato 

de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA). Esta sonda se difunde 

fácilmente a través de la membrana celular y es hidrolizada por esterasas 

intracelulares a 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (H2DCF), no fluorescente, que 

en presencia de EROs, se oxida rápidamente a 2',7'-diclorofluoresceína (DCF), 

altamente fluorescente. La intensidad de fluorescencia de la DCF es 

directamente proporcional a la cantidad de EROs intracelular 51. 

Para medir la generación de EROs se sembraron 0,03 x 106 células por pocillo 

en 300 μL de DMEM con SFB al 10 % v/v en placa de 48 pocillos. Luego de 24 

horas de crecimiento, y con una confluencia de entre el 70 y 80 %, se lavó la 

monocapa con PBS y se trataron las células con los compuestos estudiados en 
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concentraciones de entre 0 y 100 μM en DMEM por 24 horas. Después, se lavó 

la monocapa cuidadosamente con PBS y se incubaron las células durante 1 

hora a 37 °C con la sonda fluorescente H2DCFDA (Santa Cruz Biotechnology, 

CA, USA) a una concentración de 10 μM en PBS. Luego de retirar la sonda, se 

lavó nuevamente la monocapa, se agregó tritón X-100 al 0,1 % v/v, y se incubó 

por 1 hora a 4 °C con el fin de lisar las células. Finalmente, se midió la emisión 

de fluorescencia de los lisados celulares (λex: 485 nm, λem: 535 nm). La 

generación de especies reactivas de oxígeno se estimó al normalizar los datos 

de fluorescencia con respecto al control, asignándole a este un valor arbitrario 

de 100 %. Asimismo, se realizó un ajuste de los resultados con respecto a la 

cantidad de proteínas contenida en cada pocillo, su cuantificación se realizó por 

el método de Bradford 52, se empleó albúmina sérica bovina para la curva de 

calibración. Para asegurar la precisión de los resultados, se midieron 6 réplicas 

de cada muestra y concentración en un mínimo de 3 experimentos 

independientes. 

6.5. Medida de sistemas antioxidantes  

El glutatión (GSH) es un tripéptido constituido por tres aminoácidos: glutamato, 

cisteína y glicina; es un agente antioxidante intracelular que protege a las 

células del daño causado por los peróxidos lipídicos, las especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno, y los xenobióticos. Existe en forma de glutatión reducido 

(GSH) y glutatión oxidado (GSSG), es el tiol no proteico más abundante 

presente en concentraciones milimolares en los tejidos de los mamíferos y 

juega un papel importante en la eliminación y desintoxicación de carcinógenos. 

Su síntesis, transporte, utilización y metabolismo están estrictamente 

controlados para mantener la homeostasis intracelular y el equilibrio redox. Se 

ha demostrado que la alteración del sistema antioxidante del glutatión está 

asociada con múltiples formas de muerte celular programada en las células 

cancerosas. Por lo tanto, se han desarrollado varias terapias novedosas para 

atacar el sistema antioxidante GSH en los tumores como un medio para 

aumentar la respuesta y disminuir la resistencia a los medicamentos 53,54. 

Para medir la depleción de glutatión se sembraron 0,03 x 106 células por pocillo 

en 300 μL de DMEM con SFB al 10 % v/v en placa de 48 pocillos. Luego de 24 
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horas de crecimiento, y con una confluencia de entre el 70 y 80 %, se lavó la 

monocapa con PBS y se trataron las células con los compuestos estudiados en 

concentraciones de entre 0 y 100 μM en DMEM por 24 horas. Después, se lavó 

la monocapa cuidadosamente con PBS y se lisaron las células al agitar por 30 

min con triton X-100 al 0,1 % v/v, conservando la placa refrigerada. Con los 

lisados celulares se llevó a cabo la determinación de GSH y GSSG, el método 

utilizado se aprovecha de la capacidad que posee el o-ftalaldehído (OPT) de 

reaccionar con el GSH a pH 8 y con el GSSG a pH 12. Para la determinación 

de GSSG, se previnieron las interferencias del GSH al hacerlo reaccionar 

previamente con N-etilmaleimida (NEM), compuesto que añade el tiol de la 

cisteína por reacción de Michael a su estructura 55. 

6.5.1. Determinación de glutatión reducido (GSH) 

Se mezclaron 50 μL del lisado celular con 900 μL de tampón fosfato-EDTA 

(Na2HPO4·12H2O 0,1 M, EDTA 5 mM, pH 8) y 50 μL de OPT (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) al 0,1 % p/v en metanol, se agitó la mezcla por 15 minutos a 4 °C y 

se midió la emisión de fluorescencia (λex: 350 nm, λem: 420 nm). 

6.5.2. Determinación de glutatión oxidado (GSSG) 

Se mezclaron 50 μL del lisado celular con 50 μL de NEM (Sigma, St. Louis, 

MO, USA) 40 mM, y se agitó por 30 min a 4 °C, luego, se agregaron 850 μL de 

NaOH 0,1 M y 50 μL de OPT al 0,1 % p/v en metanol, finalmente, se agitó la 

mezcla por 15 minutos a 4 °C y se midió la emisión de fluorescencia (λex: 350 

nm, λem: 420 nm). 

Los niveles de GSH y GSSG se cuantificaron a partir de curvas de calibración 

obtenidas de soluciones estándares de GSH y GSSG (Sigma, St. Louis, MO, 

USA). Se realizó un ajuste de los resultados con respecto a la cantidad de 

proteínas contenida en cada pocillo, su cuantificación se realizó por el método 

de Bradford 52, para la curva de calibración se empleó albúmina sérica bovina. 

Los niveles de GSH y GSSG se calcularon como μg GSH/mg de proteína o μg 

GSSG/mg de proteína, también se calculó la relación GSH/GSSG, los 

resultados fueron expresados como porcentaje de GSH o GSSG con respecto 

al control, después de normalizar los datos con respecto a este, asignándole un 

valor arbitrario del 100 %. Para asegurar la precisión de los resultados, se 
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midieron 6 réplicas de cada muestra y concentración en un mínimo de 3 

experimentos independientes. 

6.6. Potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 

El potencial de membrana mitocondrial (Δψm) es un parámetro importante de la 

función mitocondrial y un indicador de la salud celular. La reducción del Δψm 

sugiere la pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial lo que refleja el 

inicio de la señal pro-apoptótica 56. 

Para medir el cambio en el potencial de membrana mitocondrial, se sembraron 

0,03 x 106 células por pocillo en 300 μL de DMEM con SFB al 10 % v/v en 

placa de 48 pocillos. Luego de 24 horas de crecimiento, y con una confluencia 

de entre el 70 y 80 %, se lavó la monocapa con PBS y se trataron las células 

con los compuestos estudiados en concentraciones de entre 0 y 100 μM en 

DMEM por 24 horas. Después, se lavó la monocapa cuidadosamente con PBS 

y se incubaron las células durante 30 min a 37 °C con la sonda fluorescente 

Ioduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DIOC6) 56 a una concentración de 400 

nM en tampón PBS, a continuación, se retiró el medio con la sonda, se lavó la 

monocapa cuidadosamente con PBS, se agregaron 500 μL de PBS-EDTA y se 

desprendió la monocapa por raspado del fondo del pocillo. Finalmente, se 

midió la emisión de fluorescencia de las suspensiones celulares obtenidas (λex: 

485 nm, λem: 535 nm). El cambio en el potencial de membrana mitocondrial se 

expresó como porcentaje, luego de normalizar los datos de fluorescencia con 

respecto al control, asignándole a este un valor arbitrario de 100 %. Para 

asegurar la precisión de los resultados, se midieron 6 réplicas de cada muestra 

y concentración en un mínimo de 3 experimentos independientes. 

6.7. Absorción de vanadio intracelular 

Para medir la absorción de vanadio intracelular, se sembraron 2,2 x 106 células 

por pocillo en 10 mL de DMEM con SFB al 10 % v/v en platos de 100 mm2. 

Luego de 24 horas de crecimiento, y con una confluencia de entre el 70 y 80 %, 

se lavó la monocapa con PBS y se trataron las células con los compuestos 

estudiados a concentraciones de 0 y 100 μM, o el valor de concentración 

hallado previamente correspondiente al IC50 en DMEM por 24 horas. Después, 

se descartó el medio con los compuestos estudiados, se lavó la monocapa 
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cuidadosamente con PBS y se recuperaron las células por el agregado de 

trypLE al 20 % v/v en PBS-EDTA y posterior centrifugado, el pellet obtenido se 

lavó con PBS y se lisó durante toda la noche con 100 μL de NaOH 0,1 M a 4 

°C. Al día siguiente, se cuantificaron las proteínas de los lisados celulares por 

el método de Bradford 52, empleando para la curva de calibración albúmina 

sérica bovina bajo las mismas condiciones experimentales. El resto de los 

lisados celulares se llevó a 1 mL con HNO3 al 20 % v/v, y se trataron en un 

baño ultrasónico a 50 °C por 1 hora, posteriormente los lisados se calentaron a 

80 °C durante 1 hora y se centrifugaron a 10000 RPM durante 10 min, se 

almacenaron los sobrenadantes a 4 °C y se cuantifico la concentración de 

vanadio por ICP-OES. 

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionización que en 

conjunto con un espectrofotómetro de emisión óptico (OES) constituyen el 

equipo de ICP-OES. El plasma acoplado inductivamente (ICP) se ha convertido 

en la fuente dominante para el análisis multielemento espectroscópico rápido 

debido a sus atributos, que incluyen bajos límites de detección, un amplio 

rango dinámico lineal y alta precisión 57. Es un método que permite la 

determinación simultánea de todos los elementos metálicos y presenta varias 

ventajas sobre las técnicas de absorción atómica, como la atomización 

completa, un plasma prácticamente libre de radiación de fondo e interferencias 

inmateriales de ionización o autoabsorción 58.  

Las medidas para la cuantificación de vanadio por ICP-OES realizadas en este 

trabajo se contrataron con la Planta Piloto Multipropósito - Laboratorio de 

Servicios a la Industria y al Sistema Científico (PLAPIMU-LaSelSiC) de la 

Universidad Nacional de La Plata. Los análisis se efectuaron en un 

espectrofotómetro de emisión óptica Shimadzu ICPE-9800 siguiendo la norma 

EPA 6010 59.  

6.8. Determinación de la viabilidad celular en presencia de DIDS 

El ácido 4,4'-diisotiocianostilbeno-2,2'-disulfónico (DIDS) es un compuesto 

químico utilizado en investigación biológica y en estudios de transporte iónico. 

DIDS es conocido por su capacidad para inhibir ciertos canales aniónicos 60 y 



113 
 

transportadores de membrana 61, particularmente aquellos relacionados con el 

transporte de iones cloruro (Cl⁻) 62,63.  

Para la determinación se sembraron 0,020 x 106 células por pocillo en 100 μL 

de DMEM con SFB al 10 % v/v en placa de 96 pocillos. Luego de 24 horas de 

crecimiento, y con una confluencia de entre el 70 y 80 %, se lavó la monocapa 

con PBS y se trataron las células con ácido diisotiociano-2,2′-

estilbenodisulfónico (DIDS) 100 μM por 10 minutos a 37 °C. Posteriormente, se 

trataron las células con el complejo estudiado (VONarg12) en concentraciones 

de entre 0 y 100 μM en DMEM por 24 horas a 37 °C en atmósfera de 5% CO2. 

Después, se determinó la viabilidad celular por el método del MTT (apartado 

6.2) 64. 

7. Evaluación de la actividad antihipertensiva y efectos cardíacos 

7.1. Animales 

Los procedimientos con animales se llevaron a cabo de acuerdo con los 

lineamientos de la “Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio, del 

instituto nacional de salud” (National Institute of Health Guide for the Care and 

Use of Laboratory Animals) 65 y fueron aprobados por el Comité Institucional 

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de 

Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata (Número de 

protocolo: P02-03-2021). Las ratas espontáneamente hipertensas (SHRs, 12 

semanas de edad, machos, 200-300 g peso corporal) con presión arterial 

sistólica superior a 160 mmHg se obtuvieron del Instituto de Investigaciones 

Médicas “Dr. Alfredo Lanari” de la Universidad de Buenos Aires. Los animales 

fueron alojados en el bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas de la 

Universidad Nacional de La Plata y se dividieron al azar en 4 grupos con 4 

individuos cada uno (n=16), se mantuvieron en condiciones estándar de 

laboratorio (temperatura 23 °C ± 1, con ciclo 12 horas de luz y 12 horas de 

oscuridad, 60-70 % de humedad) con libre acceso a agua y alimento ad libitum. 

Los animales fueron alimentados con un balanceado estándar comercial para 

ratas y ratones (Cooperación, Buenos Aires, Argentina). 

Los diferentes compuestos suministrados a los animales (ZnCl2, Olmesartán, 

ZnOlme) fueron disueltos por ultrasonido (3 horas) en el agua de bebida a una 
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dosis molar equivalente a la del olmesartán (10 mg/kg de peso corporal), al 

grupo control se le suministró agua corriente. Se administraron dosis 

equivalentes de ZnOlme (12,2 mg/kg de peso corporal) y ZnCl2 (3,0 mg/kg de 

peso corporal) por día, de acuerdo con los datos reportados para el fármaco 66. 

Los volúmenes consumidos se controlaron cada día. Semanalmente, se 

pesaron los animales y se controló la presión arterial sistólica mediante el 

método no invasivo de pletismografía de cola. Para estudiar la hipertrofia 

cardíaca (HC), se realizó ecocardiografía transtorácica bidimensional en modo 

M con un transductor de 7 MHz al principio y al final del protocolo bajo 

anestesia con isoflurano ~2-3 % en flujo de oxígeno. Las mediciones se 

realizaron de acuerdo al método de la sociedad americana de ecocardiografía 
67. La masa del ventrículo izquierdo (MVI) se calculó según Devereaux y 

Reichek 68, y el índice de la masa del ventrículo izquierdo (IMVI) se calculó 

como el cociente entre la MVI y la longitud tibial. El acortamiento fraccional se 

calculó como ([(LVDd-LVDs)*100]/LVDd) (LVDd: diámetro diastólico del 

ventrículo izquierdo; LVDs: diámetro sistólico del ventrículo izquierdo). 

Después de 8 semanas, los animales fueron sacrificados mediante la 

administración de una dosis única de uretano (1 g/kg de peso corporal), luego 

de verificar la ausencia de reflejos, se extrajo el corazón y se pesó para el 

cálculo del índice de peso cardíaco/peso corporal. A continuación, se separó el 

ventrículo izquierdo y se extrajo la tibia para calcular la relación entre el peso 

del corazón y la longitud de la tibia y la relación entre la masa del ventrículo 

izquierdo y la longitud de la tibia. Luego, los ventrículos izquierdos fueron 

divididos y congelados con nitrógeno líquido para finalmente conservarlos a -80 

°C. Estas fracciones luego se usaron para la medición de especies reactivas de 

oxígeno (EROs), glutatión (GSH) y sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). Las secciones coronales obtenidas del ecuador del ventrículo 

izquierdo se fijaron en formaldehído tamponado al 10 % v/v durante 24 horas e 

impregnados con parafina. Luego, se tiñeron secciones gruesas (5 μm) para 

estudios histológicos. 
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7.2. Preparación de los tejidos para determinaciones ex vivo  

Se homogeneizó una fracción de tejido de aproximadamente 250 mg sobre 

hielo con 1 mL de tampón tris 40 mM por cada 100 mg de tejido utilizando un 

homogeneizador Pro-Scientific Bio-gen Series Pro 2000. Posteriormente, se 

utilizó el homogenato para las determinaciones de EROs, GSH y TBARS. 

7.3. Determinación de especies reactivas de oxígeno en tejido 
animal 

Para medir la generación de EROs en el tejido cardíaco se tomaron 50 

microlitros del homogenato y se mezclaron con 2 mL de tampón tris 40 mM y la 

sonda H2DCFDA (2',7'-Diclorofluoresceína diacetato) a una concentración final 

de 2,7 μM 69. La mezcla se incubó durante 30 min a 37 °C. Finalmente, se 

detectaron las EROs con el espectrofluorómetro Shimadzu RF-6000, al medir la 

emisión de fluorescencia (λex: 485 nm, λem: 535 nm). La generación de especies 

reactivas de oxígeno se estimó al normalizar los datos de fluorescencia con 

respecto al control, asignándole a este un valor arbitrario de 100 %. 

7.4. Determinación de glutatión en tejido animal 

Para la determinación de la forma reducida de glutatión (GSH), se tomaron 50 

μL de homogenato y se mezclaron con 900 μL de tampón fosfato-EDTA 

(Na2HPO4 0,1 M-EDTA 0,005 M, pH 8) y 50 μL de o-ftalaldehído (OPT) al 0,1 % 

p/v en metanol, después de incubar durante 15 min a 4 °C. Se midieron los 

niveles de GSH en el espectrofluorómetro Shimadzu RF-6000 utilizando una 

longitud de onda de excitación de 350 nm y una longitud de onda de emisión de 

420 nm 55. 

7.5. Peroxidación lipídica en tejido animal 

La determinación de peróxidos lipídicos como especies reactivas del ácido 

tiobarbitúrico se llevó a cabo según el procedimiento reportado 70. El 

homogenato (50 μL) se mezcló con 100 μL de dodecilsulfato sódico al 8,1 % 

v/v, 750 μL de tampón acetato 3,5 M a pH 3,5, 750 μL de ácido tiobarbitúrico al 

0,8 % p/v y 350 μL de agua. Luego, la mezcla se calentó a 95 °C durante 1 

hora y, después de enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 500 μL de 

agua y 2,5 mL de una mezcla 15:1 de n-butanol y piridina. Se agitó y centrifugó 
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a 4000 rpm y se midió la absorbancia de la fase orgánica a 532 nm. La 

generación de especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) se estimó al 

normalizar los datos de absorbancia con respecto al control, asignándole a este 

un valor arbitrario de 100 %.  

7.6. Determinación del área transversal de cardiomiocitos 

Se tiñeron secciones de 5 micrómetros de grosor con hematoxilina eosina para 

determinar el área transversal (CSA, Cross-Sectional Area) de los 

cardiomiocitos. Las imágenes histológicas (×40 de aumento) se digitalizaron 

utilizando una cámara de video digital (Olympus DP71, Japón) montada en un 

microscopio de campo amplio (Olympus BX53, Japón). Para las mediciones, 

solo se consideraron las células redondas u ovoides con núcleos redondos 

visibles y se contaron 50 células en al menos 10 imágenes obtenidas de cada 

ventrículo izquierdo. La determinación del área transversal se realizó 

empleando el programa de análisis de imágenes (Image-Pro Plus v6.3 - Media 

Cybernetics, EE. UU). 

7.7. Determinación de colágeno 

Para la evaluación del colágeno, se tiñeron secciones de 5 μm de grosor del 

ventrículo izquierdo utilizando la técnica de Rojo Picrosirius (Direct Red 80, 

Aldrich, Milwaukee, WI 53233, EE. UU). Las muestras se examinaron bajo luz 

polarizada, utilizando un analizador (U-ANT, Olympus) y un polarizador (U-

POT, Olympus) para estudiar la birrefringencia del colágeno teñido. Las 

imágenes histológicas (20x de magnificación) se digitalizaron empleando una 

cámara de video digital (Olympus DP71, Japón) montada en un microscopio de 

campo amplio (Olympus BX53, Japón). El porcentaje de colágeno total se 

calculó como la suma de todas las áreas de tejido conectivo (colágeno tipo I y 

tipo III) de las secciones, dividido por la superficie total de la sección. 

8. Análisis de datos 

Todos los valores se expresaron como la media ± DE y se consideró 

estadísticamente significativo un valor de p<0,05. La evaluación de las 

diferencias entre grupos se realizó mediante análisis de varianza (ANOVA) de 

una vía usando para el análisis post-hoc la prueba de Tuckey. Para comparar 
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los valores de la presión arterial sistólica se utilizó un ANOVA bifactorial usando 

la prueba post-hoc de Bonferroni. Se consideró estadísticamente significativo 

un valor de p<0,05. Los resultados se presentaron en gráficos generados con 

el programa SigmaPlot 12.0, OriginPro 9.1.0 o GraphPad Prism 9.3.0 y el 

análisis estadístico se realizó con el programa OriginPro 9.1.0. 
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Capitulo III. Caracterización fisicoquímica 

Introducción 

La caracterización fisicoquímica de un material resulta fundamental para 

comprender sus propiedades y su comportamiento. Estos análisis ofrecen 

información valiosa acerca de la estructura molecular del compuesto, así como 

su pureza, solubilidad y reactividad, entre otras características. En el caso de 

los compuestos de interés biológico, resulta especialmente relevante, ya que 

están diseñados para interactuar con sistemas vivos complejos, como células o 

tejidos. El estudio de las propiedades fisicoquímicas de estos compuestos 

permite establecer relaciones directas entre su estructura química y su 

actividad biológica o farmacológica. De esta manera, se puede determinar 

cómo las propiedades de un compuesto pueden influir en su capacidad de, por 

ejemplo, penetrar en las células, interactuar con receptores, proteínas o ácidos 

nucleicos y afectar la función biológica en general. 

Con la intención de elucidar las estructuras de los complejos de coordinación 

estudiados durante esta investigación, se evaluaron algunos parámetros físicos 

y químicos en estado sólido y solución, tales como: propiedades térmicas, 

propiedades eléctricas y magnéticas, y propiedades espectrales. Para ello, se 

emplearon diversas técnicas, las cuales fueron descriptas en el capítulo 

anterior. Cada una de estas técnicas proporcionó información relevante con la 

que se pudo determinar la composición elemental, la cantidad de moléculas de 

ligando unidas al centro metálico (estequiometría), el modo de coordinación, 

moléculas de solvatación, estabilidad, para finalmente proponer una estructura 

molecular de los compuestos sintetizados. 

En este capítulo se discutirán los resultados de la caracterización fisicoquímica 

de los complejos de coordinación obtenidos durante esta investigación con los 

compuestos bioactivos naringina y olmesartán, y los cationes V(IV) y Zn(II), 

respectivamente.  
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1. Caracterización fisicoquímica del complejo [VO(Narg)2]∙8H2O 
(VONarg9) 

Durante las pruebas para la obtención de un complejo entre el catión [VIVO]2+ y 

el flavonoide naringina, el complejo [VO(Narg)2]∙8H2O pudo obtenerse bajo dos 

condiciones experimentales (Esq. III-1 a y b), siendo diferentes a la reportada 

en la literatura (Esq. III-1 c) 1, en cuyo caso, la caracterización del complejo en 

estado sólido está incompleta, y tampoco se reportó la caracterización de las 

especies en solución.  
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Esquema III-1. Reacciones simplificadas para la obtención del complejo [VO(Narg)2]∙8H2O. 

Es importante mencionar que para la caracterización fisicoquímica y los 

ensayos posteriores se utilizó únicamente el producto obtenido de la reacción b 

(Esq. III-1 b); la preparación del complejo por esta vía resultó más simple y 

eficiente, con respecto a (a), ya que no se utilizaron solventes orgánicos y se 

obtuvo un mejor rendimiento.  
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1.1. Caracterización en estado sólido 

1.1.1. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR) 

Se obtuvieron los espectros FTIR de naringina y VONarg9, y se compararon los 

modos vibracionales de los dos compuestos (Figura III-1). A partir de la 

comparación, se identificaron los cambios más relevantes por efecto de la 

complejación y/o desprotonación, y se asignaron tentativamente los modos 

vibracionales de los principales grupos funcionales (Tabla III-1) basado en 

reportes previos para sistemas [VIVO]2+-flavonoides similares 2,3. 

 

Figura III-1. Espectros FTIR de naringina (negro) y de VONarg9 (rojo). 

La banda debida al estiramiento C=O a 1645 cm-1 se desplazó en el complejo a 

1613 cm-1 debido a la coordinación de este grupo con el catión [VIVO]2+. Los 

modos que implican el estiramiento O-H y la flexión C-O-H (1360-1000 cm-1) se 

modificaron y/o redujeron las intensidades debido a la desprotonación o 

coordinación del grupo C5-OH, lo que indica la interacción del catión 

oxidovanadio(IV) a través de estos grupos. Además, pudo notarse el 

estiramiento V=O a 980 cm-1 mostrando la coordinación típica a través de los 

grupos 5-C-O- y 4-C=O de los anillos A y C de la naringina, respectivamente. 

Esta banda apareció superpuesta con la banda del ligando a 987 cm-1. Los 

espectros de infrarrojo sugieren que el sitio de coordinación es la región 5-
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hidroxipiran-4-ona en lugar de los grupos hidroxilo desprotonados del anillo B o 

la región glicosídica.   

Tabla III-1. Asignación de los espectros FTIR de naringina y de VONarg9 (posiciones de las 

bandas en cm-1).  

Naringina VONarg9 Modos vibracionales/grupos funcionales 

3422 a 

3231 h 

3395 a 

3205 h 
 O-H 

1645 mf 1613 mf  C=O (anillo C) 

1629 h 

1615 h 

1582 m 

1577 mf 

1537 m 
 C=C 

1520 m 

1504 m 
1520 m  C=C 

1355 h 

1341 m 
1357 h  COH 

1295 m 1292 d  HOC 

1281 d 

1265 d 
1256 d  HOC,   (C-O-C) 

1134 f 1134 m  C-O alcohol secundario 

1074 mf 1076 mf  O-C 

1062 mf 1060 h  C-O alcohol primario 

1041 mf 1040 h  O-C azúcar 

987 m 987 m  O-C 

 980 m  V=O 

822 m 814 d  C-C,  O-C 

Abreviaturas de intensidades relativas: mf, muy fuerte; f, fuerte; m, media; d, débil; md, muy débil; a, 
ancha; h, hombro; , estiramiento; , flexión. 
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1.1.2. Espectroscopía UV-Vis de reflectancia difusa (UV-Vis DRS) 

Los resultados de las medidas de los espectros de UV-Vis DRS para el 

complejo VONarg9, muestran el perfil esperado para complejos de 

oxidovanadio(IV) con entorno piramidal cuadrado 4–6 (Figura III-2). En el 

espectro de UV-Vis DRS del complejo pueden observarse varias bandas de 

absorción ubicadas en 870, 554, 394 y 324 nm. Las dos primeras se atribuyen 

a transiciones d-d: (3dxy  3dxz, 3dyz) y (3dxy  3dx2-y2), respectivamente. 

Típicamente los complejos de oxidovanadio(IV) exhiben 3 bandas de absorción 

debido a transiciones d-d 6. Sin embargo, la tercera transición esperada (dxy 

dz
2) no es observada ya que se encuentra solapada por las bandas de 

transferencia de carga entre orbitales del metal y el ligando que están ubicadas 

a 394 y 324 nm. 

 

Figura III-2. Espectros de reflectancia difusa de naringina (negro) y VONarg9 (rojo).  

1.1.3. Espectroscopía paramagnética electrónica (EPR) 

La espectroscopía de EPR es una técnica que puede proporcionar amplia 

información sobre especies paramagnéticas, como los complejos de 

oxidovanadio(IV) (3d1). Al medir la absorción de radiación de microondas (MO) 

por electrones desapareados en un campo magnético, la espectroscopía de 

EPR revela detalles sobre la estructura electrónica, el entorno de coordinación 

y varios parámetros de la muestra. Los parámetros determinados a partir de los 

espectros de EPR incluyen el factor de Landé, también denominado como 
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tensor giromagnético o valor g, que describe el momento magnético del/los 

electrón(es) desapareados y puede indicar el estado de spin de la molécula. En 

el caso de un electrón libre, este valor es 2,0023, mientras que para el catión 

oxidovanadio(IV) es menor, aproximadamente 1,95. Por otra parte, los estados 

electrónicos también se ven afectados por la interacción con el espín nuclear, 

lo que para el vanadio resulta en la división de los estados electrónicos en ocho 

diferentes estados energéticos (2I + 1 = 8), ya que para el catión 

oxidovanadio(IV) el espín nuclear (I) de 51V es igual a 7/2. Estos estados 

energéticos están separados por la constante de acoplamiento hiperfino, A, y 

dan lugar a la formación de un espectro de EPR característico de 8 líneas para 

el oxidovanadio(IV) 7. 

 

Figura III-3. Espectro de EPR en banda X del catión [VO(H2O)5]2+ a temperatura ambiente. 
Tomado de Chasteen.,1981 8. 

Cada línea del espectro de EPR representa una transición electrónica permitida 

dentro del sistema y proporciona información valiosa sobre el entorno de 

coordinación y los parámetros del complejo. Con la magnitud de A se pueden 

identificar los núcleos acoplados y determinar el número de núcleos asociados 

con una transición de EPR. Específicamente, la componente paralela (al campo 

magnético aplicado) de la constante de acoplamiento hiperfino (All) puede 

correlacionarse con el tipo y número de ligandos presentes en el plano 

ecuatorial 7.  

Los espectros de EPR en banda X (9,48 GHz) del complejo VONarg9 se 

midieron en estado sólido a dos temperaturas, 120 K (-153 °C) y 298 K (25 °C). 

La señal cuasi-isotrópica (gx ≈ gy ≈ gz) consiste en una línea de resonancia 
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amplia en la que no se aprecian claramente las líneas producidas por el 

acoplamiento hiperfino. Esta falta de apreciación se debe a las interacciones de 

intercambio espín-espín entre núcleos de V4+ cercanos 9,10. Sin embargo, se 

pudieron detectar pequeñas señales (ver recuadro inferior Figura III-4) que 

mostraron una separación aproximada de 180 G (A). Además, se obtuvieron 

valores de giso de 3439,87 y 3438,30 G para 120 K y 298 K, respectivamente. 

 

Figura III-4. Espectros de EPR en banda X de VONarg9 a 120 y 298 K. 

A partir de estos valores, fue posible estimar el valor de giso en estado sólido 

utilizando la ecuación (1) 7, donde h representa la constante de Planck (h = 

6,626 x 10-34 J.s), ν es la frecuencia del campo magnético (9,48 GHz), g es el 

factor de Landé, μB es el magnetón de Bohr (9,274 x 10-28 J.G-1) y B0 es la 

intensidad del campo magnético: 

  hν = gμBΒ0 (1) 

Despejando la ecuación para g, se obtiene la siguiente expresión: 

g = 714,4705 (GHz-1.G) x ν (GHz)

Β0 (G)
 (2) 

Al sustituir los valores obtenidos gráficamente para el factor de Landé (giso) 

(3439,87 y 3438,30 G para 120 y 298 K) en la ecuación (2), se obtiene que giso 

es igual a 1,9690 y 1,9699 (~1.97) para 120 y 298 K, respectivamente. Estos 
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valores se encuentran en concordancia con un campo de ligandos casi axial o 

pseudoaxial, como suele observarse en los complejos de oxidovanadio(IV) 

debido a la fuerte interacción vanadio-oxígeno en la unidad de V=O, un 

comportamiento y valores de giso similares se han observado previamente para 

complejos de oxidovanadio(IV) con los flavonoides apigenina, naringenina y 

quercetina 2,11,12. 

Mediante el estudio de los espectros de EPR en solución a diferentes 

temperaturas, y sus simulaciones, que se detallan más adelante (Apartado 

2.2.1), se obtuvo una descripción más precisa del entorno de coordinación para 

el complejo VONarg9. 

1.1.4. Análisis termogravimétrico (TGA) 

El análisis termogravimétrico del complejo VONarg9 arrojó resultados 

consistentes con hallazgos previos 1. La descomposición térmica de VONarg9 

ocurre en tres etapas bien definidas (Figura III-5). La primera pérdida de peso 

ocurre a una temperatura de 107 °C, correspondiente al 10,60 % de la masa y 

equivalente a la pérdida de 8 moléculas de agua de cristalización lábiles (% 

calculado = 10,51 %). Posteriormente, la especie anhidra se descompone en 

una segunda etapa a temperaturas superiores a 200 °C, esta pérdida de masa 

es asignada a la degradación oxidativa de la unidad glicosídica 1. En la etapa 

final, la aglicona unida al catión se descompone hasta alcanzar una masa 

constante a 304 °C. La masa restante del residuo fue igual al 6,43 % de la 

masa inicial (% residuo calculado, V2O5 = 6,64 %). Mediante la medida del 

espectro de FTIR se confirmó la identidad del residuo como V2O5. 
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Figura III-5. Curva de calentamiento del complejo VONarg9 en atmósfera de O2. 

1.1.5. Análisis elemental 

El análisis elemental para C, H y V del complejo VONarg9 mostró resultados 

consistentes con los porcentajes teóricos calculados a partir de la fórmula 

molecular propuesta, C54H78O37V, como se muestra a continuación:  

Tabla III-2. Contenido porcentual de C, H y V para el complejo VONarg9. 

 C (%) H (%) V (%) 

Experimental 47,10 5,60 3,90 

Calculado 47,33 5,73 3,71 

 

1.2. Estudios en solución  

1.2.1. Espectroscopía paramagnética electrónica (EPR) 

Los espectros de EPR en banda X del complejo VONarg9 obtenidos a partir de 

soluciones congeladas (usando DMSO como solvente), medidos desde 100 a 

250 K y a temperatura ambiente (298 K) mostraron un comportamiento 

inesperado.  
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Figura III-6. Espectros de EPR en banda X de VONarg9 en DMSO desde 100 a 298 K. 

El patrón característico de ocho líneas en el espectro de una solución 

congelada se observa a T ≥ 250 K (Figura III-6), y a temperatura ambiente no 

se observa el espectro típico en solución. En cambio, se puede apreciar un 

espectro similar a uno medido en estado sólido de V4+ anisotrópico. También, 

es importante resaltar que desde 200 hasta 298 K, el valor de All disminuye 

(recuadro inferior izquierdo de la Figura III-6). Sin embargo, por debajo de los 

200 K, hasta 100 K, All no sufrió cambios. Por otra parte, el espectro está 

compuesto por dos especies (etiquetadas como S1 y S2) con diferentes 

contribuciones (1:0,2). 

Con el fin de realizar un análisis exhaustivo de los espectros se calcularon los 

parámetros del Hamiltoniano de espín (Tabla III-3) obtenidos a partir de 

simulaciones con el software EasySpin 5.2.3 13. 
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Figura III-7. Espectros de EPR de VONarg9 simulado (azul) y experimental (negro) en DMSO a 

120 K. 

Tanto a 250 K como a 120 K (para S1 y S2), se cumple que gll < gꞱ < ge = 

2,0023 y |All| > |AꞱ|, lo que indica una geometría octaédrica con compresión 

tetragonal y un estado fundamental dxy, además, la relación Δgll/ΔgꞱ también 

indica una considerable distorsión tetragonal 8. 

Tabla III-3. Parámetros del Hamiltoniano de espín obtenidos a partir de simulaciones para 

VONarg9. 

T (K) gll gꞱ *All *AꞱ Δgll/ ΔgꞱ *P k *P x k 

250 1,9355 1,9702 160,8 63,9 2,08 114,1 0,76 86,4 

120 
S1 1,9332 1,9717 167,0 62,8 2,26 121,8 0,72 87,3 

S2 1,9398 1,9751 159,4 51,6 2,30 125,8 0,62 78,2 

*A, P y P x k se expresan en x 10-4 cm-1. 

Por otra parte, para determinar la identidad de los ligandos ecuatoriales en 

complejos de V(IV) (con una precisión de ± 3×10–4 cm–1) se emplea la regla de 

aditividad descripta por Chasteen 8. Para ello, es necesario estimar de 

antemano el entorno probable de coordinación y su contribución a la constante 

de acoplamiento hiperfino, estos parámetros pueden ser obtenidos de la 

literatura 7,14. Posteriormente, el aporte a la constante de acoplamiento 
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hiperfino estimada se compara con los parámetros obtenidos a partir de la 

simulación, los resultados experimentales, y se evalúa su concordancia.  

Para diferentes composiciones de ligandos, la componente paralela de la 

constante de acoplamiento hiperfino, All, puede estimarse al emplear la 

siguiente ecuación: All = ∑(ni·All,i). En ella, ni representa el número de ligandos 

ecuatoriales de tipo i, mientras que All,i corresponde a la contribución al 

acoplamiento hiperfino paralelo de cada uno de ellos 8.  

Considerando las contribuciones a la constante de acoplamiento hiperfino 

paralelo de los modos de coordinación más probables para la naringina (CO = 

44,7 × 10-4 cm-1, ArO– = 38,6 × 10-4 cm-1) 12,14,15, al emplear la regla de 

aditividad mencionada previamente, el resultado (All = 166,6 × 10-4 cm-1), es 

consistente con el valor de All obtenido a partir de la simulación para la especie 

S1 (Tabla III-3) y se encuentra en concordancia con la estructura propuesta con 

2 grupos carbonilo (C=O) y 2 grupos arilo (ArO-) en el plano ecuatorial, sin 

embargo, no se puede descartar la posible presencia de una molécula de 

DMSO en posición axial. 

Asimismo, el valor estimado de All a partir de las simulaciones para la especie 

S2 muestra un valor ligeramente más bajo, lo que puede deberse a la 

presencia de una molécula de DMSO en el plano ecuatorial. Estos cambios han 

sido reportados en espectros de EPR de otros complejos con esferas de 

coordinación VO(O4) de derivados de pirona y piridinona 16. 

Por otro lado, el cambio del valor de All con la temperatura no es inusual, ya 

que se ha observado en otros compuestos de oxidovanadio(IV) 17. El recuadro 

superior a la derecha de la figura III-6, muestra cómo cambia la separación 

entre los picos más externos del componente paralelo en función de la 

temperatura. Es notable que cuando All se mantiene constante (100 – 200 K), 

se pueden observar dos especies (S1 y S2) (Figura III-8). El recuadro de la 

figura III-8 muestra los espectros simulados de dichas especies. 
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Figura III-8. Espectros de EPR experimentales (negro) y simulados (verde) de soluciones 
congeladas en DMSO a 250 y 120 K para VONarg9. El recuadro muestra los espectros 

simulados para las especies S1 (azul) y S2 (rojo) a 120 K. 

Por último, se calculó el parámetro de acoplamiento hiperfino dipolar (P), que 

representa la interacción dipolo-dipolo entre los momentos electrónicos y 

nucleares, empleando las siguientes ecuaciones 18: 

 

All = -P [k + 4

7
 - Δgll - 

3

7
 ΔgꞱ] (3) 

 

AꞱ = -P [k - 2

7
 - 11

4
 ΔgꞱ] (4) 

Los valores de P en compuestos de oxidovanadio(IV) varían entre 100 y 160 (× 

10-4 cm-1) 19. Estos valores se calculan mediante la fórmula P = gegNμBμN‹r-3›, 

donde gN es el factor-g nuclear, ge es el factor-g del electrón libre, μN es el 

magnetón nuclear y ‹r-3› se puede calcular para los orbitales 3d del vanadio 20. 

El parámetro k es la constante adimensional de interacción de contacto de 

Fermi, sus valores oscilan entre 0,6 y 0,9. Este parámetro es altamente 

sensible a las deformaciones de los orbitales del ion metálico y muestra la 

contribución isotrópica de contacto de Fermi al acoplamiento hiperfino 21.  

Para el complejo VONarg9, los valores calculados de P son de 114-126 × 10-4 

cm-1 (Tabla III-3). Estos valores son considerablemente menores en 
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comparación con el valor del ion libre V4+ (160 × 10-4 cm-1) 20,22, lo que indica 

una cantidad considerable de enlace covalente en el complejo. Por otro lado, 

los valores de k para el complejo VONarg9 (0,62 - 0,76) indican una 

contribución moderada a la constante de acoplamiento hiperfino por parte del 

electrón s no apareado. La señal registrada a 250 K muestra valores de P y k 

que indican una alta presencia de enlace covalente y una contribución 

significativa a la constante de acoplamiento hiperfino por parte del electrón s no 

apareado, y posiblemente una contribución adicional de polarización de espín 
23. 

1.2.2. Espectrofotometría electrónica (UV-Vis)  

El espectro UV-Vis del complejo VONarg9 0,01 M, a pH 9 en DMSO (Figura III-

9), exhibe dos bandas localizadas a 598 nm (3dxy  3dx2-y2, ε = 50,4 M-1 cm-1) y 

810 nm (3dxy  3dxz, 3dyz, ε = 60,3 M-1 cm-1). El espectro mostró diferencias 

con respecto al registrado en estado sólido por reflectancia difusa (UV-Vis 

DRS), lo que sugiere cambios en la esfera de coordinación del complejo luego 

de la disolución, debido a la presencia de una molécula de DMSO, como se 

pudo determinar a partir de las medidas de EPR en solución (Apartado 1.2.1).  

 

Figura III-9. Espectros electrónicos de naringina (rojo) y VONarg9 (negro) en DMSO, pH 9 

(región del visible). 
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1.2.3. Comportamiento del ligando por variación del pH  

En general, las variaciones espectrales mostraron los procesos de 

desprotonación de la naringina en función del pH, en un primer momento estas 

medidas permitieron la selección de las condiciones experimentales para la 

síntesis y estudio del complejo VONarg9. 
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Figura III-10. Espectros electrónicos de naringina (2 x 10-5 M) por variación del pH. 

A partir de soluciones acuosas de naringina con una concentración de 2 x 10-5 

M, se registraron los cambios espectrales producidos por la variación del pH 

(Figura III-10), los espectros mostraron dos bandas características de los 

flavonoides. En general, una de ellas tiene su máximo de absorción en el rango 

de 240 - 285 nm, suele denominarse como banda II y está asociada a las 

transiciones electrónicas del anillo A, benzoílo, n  π*. La otra banda, tiene su 

máximo de absorción en el rango de 300 - 400 nm, y se denomina como banda 

I, está relacionada con las transiciones electrónicas del anillo B, cinamoílo, π  

π* 24.  
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Tabla III-4. Máximos de absorción para las bandas I y II de naringina en función del pH. 

pH Máximo de absorción 
Banda II (nm) 

Máximo de absorción 
Banda I (nm) 

2,12 282 328 

3,05 282 328 

4,05 282 328 

5,04 282 328 

6,86 282 328 

8,5 282 333 

9,41 283 341 

10,03 284 353 

10,97 284 361 

11,97 284 361 

A partir de los espectros se puede apreciar como el aumento del pH ocasiona 

un desplazamiento de los máximos de absorción de ambas bandas a mayores 

longitudes de onda (desplazamiento batocrómico) y la aparición de una banda 

en 430 nm lo que indica la desprotonación de los grupos hidroxilo unidos a los 

anillos A y B en posición C5 y C4’, respectivamente. Sin embargo, el máximo 

de absorción de la banda II se mantiene constante entre pH 2 – 9 (282 nm) y 

muestra una disminución en su valor de absorbancia, indicando que en este 

rango se produce la desprotonación del grupo C5-OH. No obstante, para 

valores superiores de pH, el máximo de absorción de esta banda se desplaza y 

se mantiene en 284 nm sin sufrir cambios significativos en su valor de 

absorbancia, indicando que este grupo funcional se encuentra completamente 

desprotonado. De manera similar, el máximo de absorción de la banda I se 

modifica a partir de pH 8,5 hasta alcanzar pH 11 indicando la completa 

desprotonación del grupo funcional C4’-OH (Tabla III-4).  

A partir de los resultados de estas medidas se seleccionó un valor de pH = 9 

para realizar posteriores ensayos, ya que de esta manera se favorece una 

mayor interacción del catión [VIVO]2+ a través del grupo C5-O-, y la formación 
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de un quelato con el grupo C4=O, a la vez que disminuye la posibilidad de 

interacción con el grupo C4’-OH. 

1.2.4. Determinación de la relación estequiométrica 

Con el fin de establecer la estequiometría del complejo que se forma en 

solución, se empleó el método de la razón molar 25. Para la determinación, se 

registraron los espectros electrónicos de diferentes soluciones en DMSO de 

naringina (2 x 10-2 M) con cloruro de oxidovanadio(IV) en relaciones molares de 

ligando a metal que variaron desde 10 a 0,5 (pH 9) (Figura III-11).  
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Figura III-11. Espectros electrónicos de naringina (0,02 M) con VO(IV) a diferentes relaciones 

L/M en DMSO a pH 9. 

Se monitoreó la absorbancia de la banda a 810 nm para cada relación molar, y 

a partir de los datos obtenidos se determinó una estequiometría ligando a metal 

de 2:1 (Figura III-12). 
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Figura III-12. Titulación espectrofotométrica de naringina con VO(IV) en DMSO a pH 9. 

1.2.5. Estabilidad  

La estabilidad en solución del complejo VONarg9 se evaluó al medir su 

espectro UV-Vis en función del tiempo a una concentración de 0,015 M, y la 

conductividad molar a una concentración de 1 x 10-3 M. Los cambios en las 

características espectrales o en la conductividad pueden indicar que la especie 

en solución es similar a la hallada en estado sólido o bien que se está 

descomponiendo, disociando o interactuando con el entorno.   
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Figura III-13. Variación de los espectros electrónicos de VONarg9 (0,015 M) en función del 

tiempo (DMSO). 
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A partir de las mediciones de los espectros electrónicos en DMSO durante 4 

horas (Figura III-13), no se detectaron variaciones significativas en las 

características espectrales del complejo que indicaran cambios estructurales. 

Del mismo modo, la conductividad del complejo VONarg9 en DMSO, a una 

concentración de 1 x 10-3 M, se mantuvo constante en 0 Ω-1.cm2.mol-1 durante 

24 horas, lo cual sugiere que el complejo no se comporta como un electrolito. 

Estos resultados permiten concluir que el complejo VONarg9 es lo 

suficientemente estable en una solución con DMSO durante un período 

adecuado para su manipulación y evaluación de sus propiedades biológicas. 

1.3. Estructura propuesta para el compuesto VONarg9 

La caracterización fisicoquímica del complejo de coordinación obtenido a partir 

de naringina y el catión oxidovanadio(IV), denominado como VONarg9, reveló 

que el ligando naringina muestra un modo de coordinación tipo acetilacetonato, 

coordinando con dos moléculas de naringina que actúan como ligando 

bidentado, a través de los grupos 5-hidroxi desprotonado y 4-carbonilo de los 

anillos A y C, respectivamente (FTIR). También, se pudo estimar que el centro 

de V=O se encuentra en un entorno de coordinación piramidal cuadrado (UV-

Vis) 5. Estos resultados se confirmaron mediante espectroscopía 

paramagnética electrónica, donde el factor-g estimado del espectro cuasi-

isotrópico, fue similar al factor-g de complejos de oxidovanadio(IV) con 

flavonoides que presentan el mismo tipo de coordinación 2,11,12. Por otro lado, 

se estimó la cantidad de moléculas de agua de cristalización, lo cual concordó 

con estudios previos 1. Finalmente, el análisis elemental de C, H y V confirmó la 

estructura propuesta en estado sólido: [VO(Narg)2]·8H2O (Figura III-14). 
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Figura III-14. Estructura propuesta para el complejo de coordinación VONarg9. 

Por otra parte, las medidas en solución indicaron que la identidad del complejo 

en DMSO se mantiene con una relación (Nar)/(VO(IV)) 2/1 y geometría 

octaédrica con distorsión tetragonal, pero, añadiendo a su estructura una 

molécula de solvente en posición -trans (83,3 %) y posición -cis (16,6 %), 

dando lugar a las especies etiquetadas como S1 y S2, respectivamente (EPR 

en solución). Del mismo modo, el cambio de la esfera de coordinación se 

evidenció por la modificación del máximo de absorción de las bandas 

relacionadas con las transiciones (3dxy  3dxz, 3dyz) y (3dxy  3dx2-y2) en el 

espectro electrónico en solución con respecto al registrado en estado sólido. 

Por último, el complejo muestra un comportamiento de no electrolito, que se 

mantiene inalterado por al menos 24 h, del mismo modo, las características 

espectrales se mantienen, lo que facilita su manejo para la determinación de 

propiedades biológicas. 
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2. Caracterización fisicoquímica del complejo [VO(Narg)(Fen)Cl]∙3H2O 
(VONF.Cl) 

Como se mencionó en el capítulo anterior, el complejo VONF.Cl se sintetizó al 

reemplazar uno de los ligandos naringina, por fenantrolina. La 1,10-fenantrolina 

posee diversas propiedades estructurales y químicas atractivas, tales como 

rigidez, aromaticidad, basicidad, capacidad quelante y planaridad 26. Estas 

características convierten a la fenantrolina en un ligando interesante para la 

modificación estructural del complejo VONarg9, y en general, para la 

modificación estructural de complejos de coordinación con potencial 

anticancerígeno. Se ha demostrado que su estructura plana puede inducir la 

intercalación o la unión en surco (groove binding) con el ADN o el ARN 27. 

Además, confiere una mayor lipofilicidad a la estructura, lo cual favorece el 

transporte a través de las membranas plasmáticas mejorando la actividad 

anticancerígena del sistema VIVO-naringina 28,29.  

 

Esquema III-2. Síntesis del complejo VONF.Cl y su estructura propuesta en estado sólido. 

2.1. Caracterización en estado sólido  

2.1.1. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR)  

El espectro FTIR del complejo VONF.Cl se comparó con los espectros de los 

ligandos libres naringina, 1,10-fenantrolina y el complejo VONarg9 (Figura III-

15), a partir de estas comparaciones se identificaron los cambios más 

relevantes y se asignaron tentativamente los modos vibracionales de los 

principales grupos funcionales (Tabla III-5) considerando reportes previos para 

sistemas [VIVO]2+-flavonoides similares 2,3,30. 
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Figura III-15. Espectros FTIR de naringina (negro), VONarg9 (rojo), 1,10-fenantrolina (azul) y 

VONF.Cl (rosa). 

En el rango de 3500-3300 cm-1 se observa en todos los espectros, una banda 

de estiramiento O-H debido a los grupos alifáticos (R-OH) así como a los 

grupos aromáticos (Ar-OH) de la naringina la que también puede atribuirse a 

las moléculas de agua de cristalización (fenantrolina monohidratada). A 1645 

cm-1 se encuentra la banda de estiramiento C=O, correspondiente al grupo 

carbonilo en el carbono 4 del anillo C de la naringina. Para el complejo 

VONarg9 y VONF.Cl puede notarse el desplazamiento de esta banda a menor 

número de onda, además, los modos que implican el estiramiento O-H y la 

flexión C-O-H (1360-1000 cm-1) también se modificaron debido a la 

coordinación del grupo C5-OH del anillo A, lo que indica la interacción del 

catión oxidovanadio(IV) a través de estos grupos funcionales en ambos 

complejos. Por otro lado, en 1041 cm-1 se observa una banda asociada al 

estiramiento C-O de la región glicosídica. Esta banda no se modificó para 

ninguno de los complejos, lo que indica que los átomos de oxígeno del azúcar 

no participan en la coordinación con el centro metálico. Además, en el espectro 

de VONF.Cl pueden observarse las bandas características de la fenantrolina a 

848 cm-1 y 725 cm-1, atribuidas a flexiones fuera del plano de los enlaces C-H 

de los anillos aromáticos. Puede notarse que en el ligando libre, las bandas 

aparecen a mayores números de onda (852 cm-1 y 738 cm-1) indicando la 

interacción de la fenantrolina con el centro metálico.  
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Tabla III-5. Asignación de los espectros FTIR de naringina, VONarg9 y VONF.Cl (posiciones de 

las bandas en cm-1). 

Naringina VONarg9 VONF.Cl Modos Vibracionales/Grupos Funcionales 

3422 a 
3231 h 

3395 a 
3205 h 

 
3389 a 
3216 h 

 

 O-H 

1645 mf 1613 mf 
1612 mf  C=O anillo C,  C=C 1629 h 

1615 h 
1574 mf 

 

1582 m 1537 m 1579 mf 
1535 m  C=C 

1520 m 
1504 m 1520 m 1520 m  C=C 

1355 h 
1341 m 1357 h 1361 d  COH 

1295 m 1292 d 1291 d  HOC 
1281 d 
1265 d 1256 d 1260 d  HOC,   (C-O-C) 

1134 f 1134 m 1135 m  C-O alcohol secundario 
1074 mf 1076 mf 1074 mf  O-C 
1062 mf 1060 h   C-O alcohol primario 
1041 mf 1040 h 1039 h  O-C azúcar 
987 m 987 m 987 sh  O-C 

 980 m 972 m  V=O 
  848 m  (torsión) Ar-H Fenantrolina 

822 m 814 d 
 

814 d 
 

 C-C,  O-C 

  725 m  (aleteo) Ar-H Fenantrolina 
Abreviaturas de intensidades relativas: mf, muy fuerte; f, fuerte; m, media; d, débil; md, muy débil; a, 

ancha; h, hombro; , estiramiento; , flexión. 

Por último, la banda de estiramiento del grupo V=O para el complejo VONarg9 

(980 cm-1) se ve superpuesta con una banda de tensión O-C de la naringina 

que aparece a 987 cm-1. Para VONF.Cl esta banda puede verse a 971 cm-1, 

donde el desplazamiento a menores números de onda (menor energía) con 

respecto a VONarg9, indica un alargamiento del enlace V=O y una disminución 

del orden de enlace. Esto se debe a una mayor inducción de carga por parte de 

la 1,10-fenantrolina (donante N-N), que es un mejor donante π que la naringina 

(donante O-O) ocasionando deslocalización π en el enlace V=O 6. (Figura III-

16). 
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Figura III-16. Espectros FTIR de naringina (negro), VONarg9 (rojo) y VONF.Cl (azul) en la zona 

 V=O. 

2.1.2. Espectroscopía UV-Vis de reflectancia difusa (UV-Vis DRS) 

El espectro UV-Vis DRS para el complejo VONF.Cl muestra varias bandas 

centradas en 277, 320 (hombro), 384, y 825 nm (Figura III-17), las 

asignaciones realizadas para las transiciones electrónicas se muestran en la 

tabla III-6. 

Longitud de onda (nm)

300 400 500 600 700 800 900

Re
fle

ct
an

ci
a 

(%
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Naringina 
VONF.Cl

650 700 750 800 850 900

825 nm

 

Figura III-17. Espectros de reflectancia difusa de naringina (negro) y VONF.Cl (rojo). Recuadro 

interior: Zona ampliada del espectro entre 600 nm y 900 nm. 

Debido a la alta absorción del ligando observada en la zona de mayor energía, 

que se extiende hasta aproximadamente 600 nm, las bandas ocasionadas por 
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las transiciones electrónicas entre los orbitales d se encuentran solapadas, 

imposibilitando su observación, excepto por la banda a 825 nm, que se atribuye 

a la transición 3dxy  3dxz, 3dyz. La disminución en el máximo de absorción de 

esta banda con respecto al complejo VONarg9 (870 nm), demuestra el cambio 

en la esfera de coordinación de un ligando naringina, por un ligando 

fenantrolina, ya que el desplazamiento a menores longitudes de onda (blue 

shift), correspondiente a un aumento en la energía de la transición electrónica, 

indica un mayor desdoblamiento del campo cristalino en el complejo VONF.Cl, 

debido a una mayor fuerza del campo ligante por parte del ligando fenantrolina 

(donante N-N) con respecto al ligando naringina (donante O-O), produciendo 

un mayor desdoblamiento del campo cristalino 31. 

Tabla III-6. Asignación de las transiciones electrónicas en los espectros de UV-Vis DRS para 

Naringina, VONarg9 y VONF.Cl.  

Naringina VONarg9 VONF.Cl Asignación 
280 nm 
341 nm - 277 nm Transiciones π  π* 

- 324 nm 320 nm (h) Transferencia de carga 
- 394 nm 384 nm Transferencia de carga 
- 554 nm - 3dxy  3dx2-y2 
- 870 nm 825 nm 3dxy  3dxz, 3dyz 

 

2.1.3. Espectroscopía paramagnética electrónica (EPR) 

Los espectros de EPR en banda X del complejo VONF.Cl se midieron en 

estado sólido a dos temperaturas: 120 K y 298 K. Sin embargo el espectro 

obtenido a 298 K no presentó diferencias notables en comparación con el 

espectro a 120 K (gráfico no incluido). El espectro obtenido fue comparado con 

el espectro simulado bajo las mismas condiciones experimentales (Figura III-

18). Como se mencionó previamente, el espín nuclear para el 51V es igual a 

7/2, lo que da lugar a la división de los estados electrónicos en 8 estados 

energéticos diferentes, reflejados en el número de picos en la señal. El 

espectro muestra una señal característica producida por el acoplamiento 

hiperfino, debido a la interacción magnética entre el espín del electrón no 

apareado (3d1) y el espín nuclear, contrario a lo que pudo observarse para el 

complejo VONarg9.  
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Figura III-18. Espectros de EPR en banda X de VONF.Cl experimental (rojo) y simulado (azul) 

a 120 K. 

Los parámetros obtenidos a partir de la simulación para el complejo VONF.Cl 

en estado sólido fueron AII = 161 x 10-4 cm-1, gII = 1,946, AꞱ = 57 x 10-4 cm-1, gꞱ 

= 1,975 y son consistentes con un ion de oxidovanadio(IV) en un campo de 

ligandos pseudoaxial 8. Del mismo modo, se cumple que gll < gꞱ < ge = 2,0023 y 

|All| > |AꞱ|, lo que indica una geometría octaédrica con compresión tetragonal y 

un estado fundamental dxy, como pudo observarse a partir de las medidas en 

solución para el complejo VONarg9 (Apartado 1.2.1). 

Por otra parte, la componente paralela de la constante de acoplamiento 

hiperfino, All, se calculó de acuerdo a la regla de aditividad descripta 

anteriormente 8, se consideraron las contribuciones de los siguientes grupos 

funcionales: C=O (44,7 x 10-4 cm-1), ArO- (38,6 x 10–4 cm-1) 12 y N-fen (x2) (2 x 

40,4 x  10-4 cm-1) 32, obteniéndose un resultado de All igual a 164,1 x 10-4 cm-1, 

que es consistente con el valor obtenido a partir de la simulación, por lo que se 

puede concluir que el complejo en estado sólido presenta una esfera de 

coordinación en el plano ecuatorial de 2N, 2O. 
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2.1.4. Análisis termogravimétrico (TGA) 

A partir de la curva de calentamiento del complejo VONF.Cl (Figura III-19), se 

identificó una primera etapa de descomposición correspondiente a la reducción 

de 6 % de masa a 108 °C, atribuida a la pérdida de tres moléculas de agua de 

cristalización lábiles (% calculado = 5,9 %). Después de las posteriores etapas 

de descomposición, la masa del residuo fue del 9,8 % de la masa inicial, el cual 

fue identificado como V2O5 por espectroscopía FTIR (% residuo calculado = 9,9 

%). 

 

Figura III-19. Curva de calentamiento del complejo VONF.Cl en atmósfera de O2. 

2.1.5. Análisis elemental 

El análisis elemental para C, H, N y V del complejo VONF.Cl mostró resultados 

consistentes con los porcentajes teóricos calculados a partir de la fórmula 

molecular propuesta, C39H45O18N2VCl, como se muestra a continuación:  

Tabla III-7. Contenido porcentual de C, H, N y V para el complejo VONF.Cl. 

 C (%) H (%) N (%) V (%) 
Experimental 51,3 5,0 3,1 5,9 

Calculado 51,1 4,9 3,1 5,6 
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2.2. Estudios en solución  

2.2.1. Espectrofotometría electrónica (UV-Vis)  

El espectro electrónico del complejo VONF.Cl (2 x 10-3 M) en DMSO mostró 

una banda a 769 nm (3dxy  3dxz, 3dyz, ε = 57 M-1cm-1) que se asigna a 

transiciones electrónicas entre los orbitales d. Se pudo notar que en solución 

acuosa (DMSO 1 % v/v) el máximo de absorción de esta banda se desplazó 

hasta 653 nm (ε = 130 M-1cm-1) indicando un mayor desdoblamiento de los 

orbitales d. Este comportamiento se observó de forma consistente para 

diferentes proporciones DMSO/H2O (Figura III-20). Un comportamiento similar 

fue observado en las medidas de conductividad molar (Apartado 2.2.2), 

notándose un aumento de este parámetro para mayores proporciones de agua. 

Sobre la base de la serie espectroquímica, se dedujo que se producen 

sustituciones del ligando cloro ubicado en la esfera de coordinación en posición 

–trans (respecto al enlace V=O, axial) por ligandos acuo, lo que fue confirmado 

por espectroscopía EPR (Apartado 2.2.3). 

Debido a la naturaleza aniónica de los ligandos haluro (donores π), su 

capacidad para desestabilizar los orbitales d y generar un campo de carga 

alrededor del centro metálico (Δo) es menor en comparación con los ligandos 

acuo, los cuales poseen carga neutra (ligandos de campo medio, no donores-

no aceptores π). Esto sitúa a los ligandos haluro en una posición inferior en la 

serie espectroquímica 31. Por lo cual, cuando en solución acuosa se reemplaza 

el ligando cloro por acuo en el complejo VONF.Cl para formar el complejo 

catiónico: [VO(Narg)(Fen)H2O]+, el desdoblamiento de los orbitales d aumenta 

y la banda del espectro electrónico se desplaza a mayor energía, o menor 

longitud de onda (blue shift).  
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Figura III-20. Espectros electrónicos de VONF.Cl (2 x 10-3 M) en solución con DMSO y 

diferentes porcentajes de H2O. 

2.2.2. Conductividad molar  

Como se mencionó previamente, la conductividad molar del complejo VONF.Cl  

a una concentración de 1 x 10-3 M mostró variaciones dependiendo de la 

proporción DMSO/H2O. Además, se observó un ligero aumento en la 

conductividad a lo largo del tiempo para las soluciones con una mayor 

proporción de agua, lo cual se atribuye a la disociación del ligando cloro. Los 

valores de conductividad obtenidos en el medio con mayor proporción de agua 

(1% DMSO), se encuentran por debajo, pero cerca de los valores de referencia 

en agua para electrolitos 1:1 (118 – 131 Ω-1.cm2.mol-1) 33, en concordancia para 

la presencia de un único ligando cloro. Además, los datos no indican 

posteriores procesos de descomposición (Tabla III-8).  
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Tabla III-8. Conductividad molar del complejo VONF.Cl (1 x 10-3 M) en DMSO y en solución 

acuosa con diferentes porcentajes de DMSO. 

 
Conductividad molar (Ω-1.cm2.mol-1) 

T (min) DMSO  
100% 

DMSO 
50% 

DMSO 
5% 

DMSO 
1% 

0 0 11 50 60 
5 0 11 54 62 
10 0 12 54 62 
20 0 12 55 65 
30 0 12 57 67 
60 0 12 60 69 

120 0 12 62 71 
300 0 13 64 72 

30 (h) 14 14 71 80 

Estos resultados, junto con las medidas de UV-Vis (Apartado 2.2.1), permiten 

concluir que el complejo VONF.Cl en DMSO presenta una naturaleza no 

electrolítica, pero en solución acuosa intercambia un ligando cloro por un 

ligando acuo para formar la especie [VO(Narg)(Fen)H2O]+, que se mantiene 

estable por al menos 30 h. 

2.2.3. Espectroscopía paramagnética electrónica (EPR) 

Los espectros de EPR en banda X del complejo VONF.Cl fueron obtenidos a 

partir de soluciones congeladas a 120 K, en DMSO y en solución acuosa al 5% 

v/v. Estos espectros revelaron la presencia del ion oxidovanadio(IV) en un 

campo de ligandos casi axial o pseudoaxial 8 (Figura III-21). Los parámetros del 

Hamiltoniano de espín en solución con DMSO no mostraron cambios 

significativos en comparación con los parámetros obtenidos a partir de la 

muestra en estado sólido (Tabla III-9). Además, no se observaron diferencias 

significativas en solución acuosa (Figura III-21). 

Tabla III-9. Parámetros del Hamiltoniano de espín obtenidos a partir de VONF.Cl en solución 

con DMSO y en estado sólido a 120 K. 

 AII (x 10-4 cm-1) gII AꞱ (x 10-4 cm-1) gꞱ 
DMSO 165,2 1,941 59,5 1,976 

Estado sólido 161,0 1,946 57,0 1,975 
 

De igual forma, las relaciones gll < gꞱ < ge = 2,0023 y |All| > |AꞱ| se cumplen, tal 

como se observó para la muestra en estado sólido. Además, el valor calculado 
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de AII, empleando la regla de aditividad 8 (164,1 x 10-4 cm-1) (Apartado 2.1.3), 

concuerda razonablemente con el valor obtenido en solución con DMSO (165,2 

x 10-4 cm-1) (Tabla III-9).  

 

Figura III-21. Espectros de EPR de VONF.Cl en DMSO (negro), en solución acuosa con 5 % 

v/v DMSO (azul) y simulado (rojo) a 120 K. 

2.2.4. Estabilidad 

Para determinar la estabilidad en solución del complejo VONF.Cl, además de 

las medidas de conductividad molar en función del tiempo, vistas anteriormente 

(Apartado 2.2.2), se registró la variación de los espectros electrónicos en 

DMSO a una concentración de 5 x 10-3 M, y en solución acuosa a una 

concentración de 2 x 10-5 M con DMSO al 1 % v/v, durante dos horas (Figura 

III-22). A partir de los espectros, pudo observarse que durante este período las 

características espectrales, tanto en DMSO como en solución acuosa, se 

mantuvieron aproximadamente inalteradas, indicando que el complejo es lo 

suficientemente estable durante un período adecuado para su manipulación, 

facilitando la evaluación de sus propiedades biológicas. 
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Figura III-22. Variación de los espectros electrónicos de VONF.Cl (5 x10-3 M) en DMSO 

(izquierda) y (2 x 10-5 M) en DMSO al 1 % v/v (derecha) durante 2 horas. 

2.3. Estructura propuesta para el compuesto VONF.Cl  

La caracterización fisicoquímica del complejo ternario VONF.Cl, mostró que el 

ion oxidovanadio(IV) se encuentra coordinando con un ligando naringina, a 

través de los grupos 5-hidroxi desprotonado y 4-carbonilo de los anillos A y C, 

respectivamente, como se vio para el complejo homoléptico VONarg9. Del 

mismo modo, se identificó la coordinación con el ligando fenantrolina, y pudo 

notarse la disminución en el orden de enlace del grupo V=O, con respecto al 

complejo VONarg9, debido a la deslocalización π en el enlace ocasionada por 

el ligando fenantrolina (FTIR). De manera similar, la banda debida a la 

transición 3dxy  3dxz, 3dyz, en los espectros electrónicos del complejo 

heteroléptico VONF.Cl, se encontró a menores longitudes de onda que en el 

complejo VONarg9, debido a una mayor energía del campo cristalino (mayor 

desdoblamiento de los orbitales d) para VONF.Cl. Asimismo, se confirmó la 

disposición de los ligandos naringina y fenantrolina en el plano ecuatorial, 

mostrando una geometría octaédrica distorsionada con compresión tetragonal 

(espectroscopía EPR). Por otra parte, el análisis termogravimétrico confirmó la 

presencia de 3 moléculas de agua fuera de la esfera de coordinación. 

Finalmente, el análisis elemental de C, H, N y V confirmaron la estructura 

propuesta en estado sólido: C39H39O15N2VCl.3H2O (Figura III-23). 
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Figura III-23. Estructura propuesta para el complejo de coordinación VONF.Cl en estado 

sólido. 

Por otra parte, las medidas en solución indicaron que la identidad del complejo 

en DMSO se mantiene inalterada. Sin embargo, en solución acuosa, el ligando 

cloro ubicado en posición -trans con respecto al oxígeno del grupo V=O, se 

intercambia por un ligando acuo y forma la especie catiónica: 

[VO(Narg)(Fen)H2O]+ (Figura III-24). No obstante, la geometría octaédrica con 

distorsión tetragonal encontrada para el complejo en estado sólido, se conserva 

(Espectroscopía EPR). Por último, la conductividad molar del complejo y sus 

características espectrales en función del tiempo indican que el complejo 

catiónico es estable en solución acuosa, durante el tiempo de manipulación, 

permitiendo la evaluación de sus propiedades biológicas. 
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Figura III-24. Estructura propuesta para el complejo de coordinación VONF.Cl en solución 

acuosa. 
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3. Caracterización fisicoquímica del complejo 
K2[VO(Narg)(H2O)2]·3H2O (VONarg12) 

El complejo VONarg12 fue obtenido como el resultado de la complejación de 

naringina con el catión oxidovanadio(IV) a través de la región glicosídica del 

flavonoide. Previamente, se encontró que los complejos de oxidovanadio(IV) 

preparados a partir de los flavonoides hesperidina y diosmina, con este tipo de 

coordinación, tuvieron mejoras en su actividad anticancerígena con respecto al 

flavonoide libre 34,35. En este trabajo, se preparó el complejo VONarg12 con el 

fin de estudiar cómo, el sitio de coordinación en un mismo flavonoide, puede 

influenciar sus propiedades fisicoquímicas y actividad anticancerígena in vitro.   

3.1. Caracterización en estado sólido 

3.1.1. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR) 

Se obtuvieron los espectros FTIR de naringina, VONarg9 y VONarg12, y se 

compararon los modos vibracionales de los tres compuestos (Figura III-25). A 

partir de la comparación, se identificaron los cambios más relevantes por efecto 

de la complejación y/o desprotonación, y se asignaron tentativamente los 

modos vibracionales de los principales grupos funcionales (Tabla III-10) basado 

en reportes previos para sistemas [VIVO]2+-flavonoides similares 2,3,34,35. 
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Figura III-25. Espectros FTIR de naringina (rojo), VONarg9 (verde) y VONarg12 (negro). 
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Se puede observar en los espectros que la banda de estiramiento del grupo 

C=O de la naringina a 1645 cm-1 se mantuvo sin cambios significativos en 1639 

cm-1 en el complejo VONarg12. Esto sugiere que la forma de interacción con el 

catión oxidovanadio(IV) es diferente a la observada en los complejos VONarg9 

y VONF.Cl, en los que la banda  C=O podía apreciarse en 1613 cm-1 y 1612 

cm-1, respectivamente, donde la interacción con el catión oxidovanadio(IV) 

ocurre a través de grupos 5-hidroxi desprotonado y 4-carbonilo de los anillos A 

y C. Por otra parte, las bandas asignadas a los estiramientos y deformaciones 

de C-OH (1300-1000 cm-1) se desplazaron y/o cambiaron sus intensidades al 

formar el complejo. Si se considera, además, el pH alcalino empleado en la 

preparación del mismo, puede inferirse que los grupos –OH de la región 

glicosídica del flavonoide se desprotonaron e interactuaron con el catión 

oxidovanadio(IV). Por otro lado, como ya fue mencionado, la banda de 

estiramiento del grupo V=O para los complejos VONarg9 y VONF.Cl se 

encontró en 980 cm-1 y 971 cm-1, respectivamente, en concordancia con lo 

observado para el tipo de coordinación acetilacetonato, a través de los grupos 

5-hidroxi y 4-carbonilo 2,4,12,36. Sin embargo, para el complejo VONarg12 esta 

banda aparece en 918 cm-1, lo que indica que la coordinación del catión 

oxidovanadio(IV) ocurrió a través de pares de grupos O-H vecinales 

desprotonados en posición –cis de la región glicosídica, como se pudo 

observar previamente con los flavonoides diosmina y hesperidina 34,35 . De 

manera similar, este tipo de coordinación y su correlación con la frecuencia de 

estiramiento  V=O, también pudo observarse en varios complejos de 

oxidovanadio(IV) con mono y disacáridos 37–39.  
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Tabla III-10. Asignación de los espectros FTIR de naringina, VONarg9 y VONarg12 (posiciones 

de las bandas en cm-1). 

Naringina VONarg9 VONarg12 Modos Vibracionales/Grupos Funcionales 

3422 a 
3231 h 

3395 a 
3205 h 

 
3423 a 

 
 O-H 

1645 mf 1613 mf 1639 mf 
1626 h 
1600 f 

 C=O anillo C,  C=C 1629 h 
1615 h 

1574 mf 
 

1582 m 1537 m 1540 m  C=C 
1520 m 
1504 m 1520 m 1504 m  C=C 

1355 h 
1341 m 1357 h 1342 m  COH 

1281 d 
1265 d 1256 d 1274 f, a  HOC,   (C-O-C) 

1134 f 1134 m 1135 d  C-O alcohol secundario 
1074 mf 1076 mf 1072 m  O-C 
1062 mf 1060 h 1056 h  C-O alcohol primario 
1041 mf 1040 h 1028 m  O-C azúcar 
987 m 987 m 982 md  O-C 

 980 m 918 m  V=O 

822 m 814 d 
 

822 h 
 

 C-C,  O-C 

Abreviaturas de intensidades relativas: mf, muy fuerte; f, fuerte; m, media; d, débil; md, muy débil; a, 
ancha; h, hombro; , estiramiento; , flexión. 

3.1.2. Espectroscopía UV-Vis de reflectancia difusa (UV-Vis DRS) 

El espectro UV-Vis DRS para el complejo VONarg12 (Figura III-26) muestra un 

perfil similar al observado en el complejo VONarg9, sin embargo, las bandas 

debido a las transiciones electrónicas entre los orbitales d, están solapadas por 

la alta absorción mostrada en la región ultravioleta, y únicamente se logró 

identificar una banda de este tipo a 667 nm atribuida a la transición 3dxy  3dxz, 

3dyz. Las asignaciones realizadas para las transiciones electrónicas se 

muestran en la tabla III-11. 
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Figura III-26. Espectros de reflectancia difusa de naringina (negro), VONarg9 (rojo) y 

VONarg12 (verde). El recuadro muestra la zona de 550 a 900 nm ampliada. 

La disminución de la energía de absorción de esta banda con respecto al 

complejo VONarg9 (870 nm), demuestra el cambio en el tipo de coordinación, 

ya que el desplazamiento a menores longitudes de onda corresponde a un 

aumento en la energía de desdoblamiento de los orbitales d, debido a una 

mayor capacidad por parte de los grupos C-O- de la región glicosídica para 

generar un campo de carga alrededor del catión oxidovanadio(IV), con respecto 

a los grupos 5C-O- y 4C=O. Además, el máximo de absorción atribuido a la 

transición 3dxy  3dxz, 3dyz, es consistente con resultados previos para 

complejos de coordinación mononucleares del catión oxidovanadio(IV) 

obtenidos a partir de diferentes carbohidratos 39. En estos casos, se observa un 

espectro electrónico con 3 bandas de absorción bien definidas y localizadas 

aproximadamente en 420 nm, 510 nm y 690 nm, típico de azúcares 

coordinados al catión oxidovanadio(IV) 37. 

 

 

 



164 
 

Tabla III-11. Asignación de las transiciones electrónicas en los espectros de UV-Vis DRS para 

Naringina, VONarg9 y VONarg12.  

Naringina VONarg9 VONarg12 Asignación 
280 nm 
341 nm - 282 nm Transiciones π  π* 

- 324 nm 372 nm  Transferencia de carga 
- 394 nm 444 nm Transferencia de carga 
- 554 nm - 3dxy  3dx2-y2 
- 870 nm 667 nm 3dxy  3dxz, 3dyz 
 

3.1.3. Espectroscopía paramagnética electrónica (EPR) 

Los espectros de EPR en banda X (9,48 GHz) del complejo VONarg12 se 

midieron en estado sólido a dos temperaturas, 120 K (-153 °C) y 298 K (25 °C). 

Sin embargo, el espectro obtenido a 298 K no presentó diferencias notables en 

comparación con el espectro a 120 K (gráfico no incluido). El espectro obtenido 

fue comparado con el espectro simulado bajo las mismas condiciones 

experimentales (Figura III-27). El espectro característico de 8 picos, 

correspondiente a 8 estados energéticos diferentes, es producto de la 

interacción entre el spin electrónico y el spin nuclear del 51V (acoplamiento 

hiperfino), como fue mencionado anteriormente en otras secciones.  

H (Gauss)

2500 3000 3500 4000 4500

-0,004

-0,002

0,000

0,002

0,004

0,006 VONarg12 (Exp) 
VONarg12 (Sim) 

Temperatura = 120 K

 

Figura III-27. Espectros de EPR en banda X de VONarg12 experimental (rojo) y simulado 

(negro) a 120 K. 
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Los parámetros obtenidos a partir de la simulación para el complejo VONarg12 

en estado sólido fueron AII = 161,87 x 10-4 cm-1, gII = 1,937, AꞱ = 47,4 x 10-4 cm-

1, gꞱ = 1,974 y son consistentes con un ion de oxidovanadio(IV) en un campo 

de ligandos pseudoaxial 8. Del mismo modo, se cumple que gll < gꞱ < ge = 

2,0023 y |All| > |AꞱ|, lo que indica una geometría octaédrica con compresión 

tetragonal y un estado fundamental dxy, como pudo observarse para los 

complejos VONarg9 y VONF.Cl. 

Por otra parte, la componente paralela de la constante de acoplamiento 

hiperfino, All, se calculó de acuerdo a la regla de aditividad descripta en 

secciones anteriores 8. Se consideraron las contribuciones de los siguientes 

grupos funcionales: 2 (H2O) (2 x 45,7 x 10-4 cm-1) y 2 RO- (2 x 35,3 x 10-4 cm-1) 
32, obteniéndose un resultado de All igual a 162 x 10-4 cm-1, que es consistente 

con el valor obtenido a partir de la simulación (161,87 x 10-4 cm-1), por lo que se 

puede concluir que el complejo en estado sólido presenta una esfera de 

coordinación en el plano ecuatorial de 2 RO- (coordinación glucósida con 

naringina) y 2 ligandos acuo.  

3.1.4. Análisis termogravimétrico (TGA) 

A partir de la curva de calentamiento del complejo VONarg12 (Figura III-28), se 

identificó una primera etapa de descomposición correspondiente a la reducción 

del 6,9 % de masa a 114 °C, atribuida a la pérdida de tres moléculas de agua 

de cristalización lábiles (% calculado = 6,7 %). En una segunda etapa de 

descomposición, correspondiente a la reducción del 11,7 % de masa inicial a 

170° C, se identificó la pérdida de 2 moléculas de agua de coordinación (% 

calculado = 11,1 %). Después de las posteriores etapas de descomposición, la 

masa del residuo fue del 28,98 %, el cual fue identificado como la mezcla de 

V2O5 y K2CO3 (en relación 1:2) por espectroscopía FTIR (% residuo calculado = 

28,23 %). 
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Figura III-28. Curva de calentamiento del complejo VONarg12 en atmósfera de O2. 

3.1.5. Análisis elemental 

El análisis elemental para C, H, V y K (V y K se determinaron por 

espectroscopía de absorción atómica) del complejo VONarg12 mostró 

resultados consistentes con los porcentajes teóricos calculados a partir de la 

formula molecular propuesta, C27H38O20K2V, como se muestra a continuación:  

Tabla III-12. Contenido porcentual de C, H, V y K para el complejo VONarg12. 

 C (%) H (%) V (%) K (%) 
Experimental 39,3 4,2 6,9 10,0 

Calculado 40,0 4,7 6,3 9,6 
 

3.2. Estudios en solución 

Los estudios en solución del complejo VONarg12 se llevaron a cabo en tampón 

NaOH (0,145 M) – KCl (0,055 M) pH 13, con el propósito de mantener y 

asegurar las condiciones nativas en las que el compuesto fue obtenido (pH = 

12 - 13). En este valor de pH, se asegura la desprotonación de los grupos C4’-

OH y C5-OH (Apartado 1.2.3), y comienzan a desprotonar los grupos OH de la 

unión glicosídica. 

3.2.1. Espectrofotometría electrónica (UV-Vis) 

El espectro electrónico del complejo VONarg12 registrado en solución con 

tampón NaOH (0,145 M) – KCl (0,055 M) pH 13 a una concentración de 0,02 M 
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(Figura III-29), mostró una única banda debida a transiciones electrónicas entre 

los orbitales d a 724 nm (3dxy  3dxz, 3dyz, ε = 20,4 M-1cm-1), desplazada a 

menores energías con respecto al espectro electrónico registrado en estado 

sólido, probablemente debido a efectos solvatocrómicos 37.  
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Figura III-29. Espectros electrónicos de VONarg12 (0,02 M) en tampón NaOH-KCl pH 13. 

En comparación al espectro electrónico en solución del complejo VONarg9, se 

evidenció el desplazamiento a mayor energía de la banda asignada a la 

transición 3dxy  3dxz, 3dyz. Esto indica que el cambio en el modo de 

coordinación al catión oxidovanadio(IV), identificado en estado sólido por UV-

Vis DRS (Apartado 3.1.2), a través de grupos hidroxilo en posición -cis 

desprotonados de la región glicosídica, se conserva en solución acuosa.  

Además, el máximo de absorción (724 nm) y el coeficiente de extinción molar (ε 

= 20,4 M-1cm-1), que se relacionan con la energía y la intensidad de la 

absorción del tránsito electrónico, obtenidos para VONarg12, son consistentes 

con resultados previos para complejos de V=O obtenidos a partir de diferentes 

azúcares 37–39. Como se mencionó previamente (Apartado 3.1.2), los espectros 

electrónicos de complejos de oxidovanadio(IV) con carbohidratos presentan 3 

bandas de absorción bien definidas y localizadas aproximadamente en 420 nm, 

510 nm y 690 nm 37. Por otra parte, considerando los resultados obtenidos para 

los complejos VONarg9 y VONF.Cl, puede esperarse que la esfera de 

coordinación octaédrica se complete en posición –trans al enlace V=O con un 

ligando acuo proveniente del solvente. 
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3.2.2. Determinación de la relación estequiométrica.  

Para determinar si la estequiometría del complejo VONarg12 en solución, es 

similar o difiere de la especie en estado sólido, se empleó el método de la 

razón molar 25. Para la determinación, se preparó una solución acuosa de 

naringina (0,03 M, pH 13) y se registraron sus espectros electrónicos con 

diferentes cantidades de cloruro de oxidovanadio(IV) en relaciones molares de 

ligando a metal que variaron desde 10 a 0,5 (pH 13) (Figura III-30). 
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Figura III-30. Espectros electrónicos de naringina con VO(IV) a diferentes relaciones L/M en 

solución acuosa a pH 13. 

Se monitoreó la absorbancia de la banda a 724 nm para cada relación molar, y 

a partir de los datos obtenidos se determinó una estequiometría ligando a metal 

de 1:1 (Figura III-31). 
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Figura III-31. Titulación espectrofotométrica de naringina con VO(IV) en H2O a pH 13. 

3.2.3. Conductividad molar 

La conductividad molar del complejo VONarg12 se registró en solución acuosa 

a una concentración de 1 x 10-3 M en función del tiempo (Tabla III-13), los 

resultados mostraron que la conductividad fue de 282 Ω-1.cm2.mol-1, con 

pequeñas variaciones en el tiempo, las cuales se atribuyeron a la disociación 

del catión K+, sin embargo, los datos no indican procesos de descomposición 

por al menos 24 h. Además, los valores de conductividad obtenidos muestran 

que el complejo se comporta como un electrolito 1:2 33, en concordancia con la 

presencia de dos cationes K+ fuera de la esfera de coordinación, como pudo 

corroborarse por espectroscopía de absorción atómica (Apartado 3.1.5). 

Tabla III-13. Conductividad molar del complejo VONarg12 (1 x 10-3 M). 

Tiempo (min) Conductividad molar (Ω-1mol-1cm2) 
0 282 
5 302 
10 302 
30 302 
60 302 

120 302 
180 302 
240 302 
300 309 
360 310 

24 (h) 315 
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3.2.4. Estabilidad 

La estabilidad en solución del complejo VONarg12 (0,02 M) se evaluó midiendo 

su espectro UV-Vis y conductividad molar en función del tiempo, como se vio 

anteriormente (Apartado 3.2.3). Los resultados de conductividad molar 

obtenidos revelaron la disociación del complejo en las especies iónicas K+ (2) y 

[VO(Narg)(H2O)2]-2. A pesar de esto, no se observó un incremento significativo 

en la conductividad durante al menos 24 horas, lo que sugiere que el complejo 

aniónico conserva su identidad en solución. 

No obstante, se observó una disminución en la absorbancia de la banda 

localizada a 724 nm en los espectros electrónicos, sin que se produjera un 

desplazamiento del máximo de absorción (Figura III-32). Esto podría sugerir la 

degradación del complejo. Sin embargo, al considerar los resultados de 

conductividad, podemos inferir que el catión VIVO2+ se mantiene complejado. A 

pesar de estas observaciones, se puede afirmar que el complejo muestra 

suficiente estabilidad para su manipulación durante la evaluación de sus 

propiedades biológicas, ya que los tiempos de disolución y agregado de las 

muestras no superan los 15 minutos. 
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Figura III-32. Variación de los espectros electrónicos de VONarg12 (0,02 M) durante 3 horas 

en buffer NaOH-KCl pH 13. 
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3.3. Estructura propuesta para el compuesto VONarg12 

La caracterización fisicoquímica del complejo VONarg12 mostró que el catión 

oxidovanadio(IV) se encuentra coordinando con el ligando naringina, a través 

de dos grupos hidroxilo vecinales desprotonados en posición –cis, de la región 

glicosídica del flavonoide (FTIR, EPR y UV-Vis), en concordancia con 

resultados previos obtenidos con los flavonoides glicosilados hesperidina y 

diosmina, y diferentes carbohidratos que presentaron este modo de 

coordinación al catión oxidovanadio(IV). Por otra parte, el análisis 

termogravimétrico reveló la presencia de 3 moléculas de agua fuera de la 

esfera de coordinación, y 2 moléculas de agua coordinando directamente al 

centro metálico (EPR). Finalmente, el análisis elemental para C, H, V y K 

confirmó la estructura propuesta en estado sólido: C27H38O20K2V (Figura III-33). 
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Figura III-33. Estructura propuesta para el complejo VONarg12 en estado sólido. 

Por otra parte, los estudios en solución revelaron que el modo de coordinación 

de naringina con el catión oxidovanadio(IV) a pH 13, es similar al que presenta 

en estado sólido, manteniéndose la coordinación a través de la región 

glicosídica, presentando también una estequiometría L/M 1:1. Igualmente, las 

medidas de conductividad molar mostraron la naturaleza electrolítica del 

complejo, el cual se disocia en las especies iónicas K+ y [VO(Narg)(H2O)2]-2 

(Figura III-34). A partir de estas medidas no se evidenció variación en la 
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conductividad molar por al menos 24 h, indicando que el catión VIVO2+ se 

mantuvo coordinado. Por otra parte, los cambios observados en los espectros 

electrónicos en función del tiempo indican la posible descomposición del 

complejo en solución, sin embargo, VONarg12 muestra suficiente estabilidad 

para la evaluación de sus propiedades antitumorales debido a que el tiempo de 

manipulación antes del agregado a las células no supera los 15 minutos.  
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Figura III-34. Estructura propuesta para el complejo VONarg12 en solución acuosa. 
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4. Caracterización fisicoquímica del complejo [Zn(Olme)(H2O)2] 
(ZnOlme) 

El olmesartán, nombrado de acuerdo a la IUPAC como ácido 5-(2-

hidroxipropil)-2-propil-3-[[4-[2-(2H-tetrazol-5-il)fenil]fenil]metil]imidazol-4-

carboxílico (Figura III-35), es un fármaco utilizado para tratar la hipertensión. 

Pertenece a una clase de medicamentos llamados bloqueadores del receptor 

de angiotensina II (BRA). Estos medicamentos se unen selectivamente al 

receptor de angiotensina II, o receptor AT1, impidiendo que la hormona se una 

y desencadene sus efectos fisiológicos 40.  

OH

OH
O

N

N

NN

NHN

CH3

CH3

CH3  

Figura III-35. Estructura química del fármaco olmesartán. 

La modificación estructural del olmesartán por complejación con el catión Zn(II) 

se propuso como estrategia para mejorar su actividad antihipertensiva, 

obteniéndose el complejo de coordinación identificado como [Zn(Olme)(H2O)2] 

(ZnOlme). 

4.1. Caracterización en estado sólido 

4.1.1. Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR) 

El espectro FTIR del complejo ZnOlme se comparó con el espectro del ligando 

libre olmesartán (Figura III-36), a partir de estas comparaciones se identificaron 

los cambios más relevantes y se asignaron tentativamente los modos 

vibracionales de los principales grupos funcionales (Tabla III-14) de acuerdo a 

reportes previos 41,42. 
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Figura III-36. Espectros FTIR de olmesartán (negro) y ZnOlme (azul). 

El olmesartán puede existir como un zwitterion en el cual el protón del ácido 

carboxílico se transfiere al átomo de N del anillo imidazol, de acuerdo a los 

valores de pKa (pKa1 = 0,91 (ácido carboxílico); pKa2 = 4,96 (grupo amina); 

pKa3 = 5,57 (grupo amina); pKa4 = 13,93 (alcohol terciario) 43. En concordancia, 

las longitudes de los enlaces C-O medidas para el grupo carboxilato (COO-) del 

olmesartán fueron 1,238 y 1,237 Å, lo que mostró la ausencia del átomo de H 

en el grupo –COOH y un efecto de resonancia entre ambos enlaces C-O 44. 

En concordancia con estas observaciones, se asignó la banda de 1632 cm-1 al 

estiramiento antisimétrico del grupo -COO-, y la banda ubicada a 1420 cm-1 se 

asignó al estiramiento simétrico, y a partir de estos valores se obtuvo la 

diferencia Δ (as - s) de 212 cm-1 lo que concuerda con la presencia del 

zwitterion en estado sólido. El valor hallado en el complejo ZnOlme para la 

diferencia de estos dos modos vibracionales (as - s) fue igual a 223 cm-1, lo 

que sugiere una coordinación monodentada del grupo carboxilato al catión 

Zn(II) 45. Ambos compuestos mostraron bandas intensas y anchas en el rango 

de 3500-3200 cm-1, lo cual concuerda con la presencia de grupos O-H y N-H, 

incluyendo el estiramiento debido a las molécula de agua coordinadas en el 

complejo. Otra característica importante en el espectro de ZnOlme es que en la 

región de 2800 a 2300 cm-1, la intensidad y anchura de las bandas debidas a la 
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formación de enlaces puente de hidrógeno intramoleculares en olmesartán, 

disminuyen al desprotonar y/o coordinar. Además, las bandas relacionadas con 

el estiramiento del enlace N-N y la flexión de NNH mostraron diferencias en 

posición o intensidad, lo que indica desprotonación y/o coordinación a través 

del grupo tetrazol 42. 

Tabla III-14. Asignación de los espectros FTIR de olmesartán y ZnOlme (posiciones de las 

bandas en cm-1). 

Modos Vibracionales/Grupos 
Funcionales Olmesartán ZnOlme 

 -OH 3395 f 3392 f 
 -NH 3239 h 3238 h 

 -CH2, -CH3 
2975 m 2971 m 
2937 m 2937 m 
2875 m 2876 m 

Enlaces de hidrogeno 
intramolecular. 

2818 a - 
2704 a - 

 COO- as  1632 f 1626 mf 
 C=C 1599 h 1599 h 
 C=N 1535 m 1537 m 
 CNH 1502 m 1505 f 

 NNH +  CCH +  CN 1453 m 1465 f 
 COO- s   1420 m 1403 f 

 NNH +  CCH 1367 mf 1383 f 
 NNH +  NN +  C–C enlace 
puente bifenilo  NNH +  NN  

1244 m 1241 m 

 NNH +  NN 1183 m 1180 h 
 NNH +  NN 1155 m 1165 m 

Abreviaturas de intensidades relativas: mf, muy fuerte; f, fuerte; m, media; d, débil; md, muy débil; a, 
ancha; h, hombro; , estiramiento; , flexión. 

4.1.2. Análisis termogravimétrico (TGA)  

A partir de la curva de calentamiento del complejo ZnOlme (Figura III-37), se 

identificó una primera etapa de descomposición correspondiente a la reducción 

del 6,5 % de masa a 89 °C, atribuida a la pérdida de dos moléculas de agua de 

coordinación (% calculado = 6,6 %). Después de las posteriores etapas de 

descomposición, la masa del residuo fue del 14,8 %, el cual fue identificado 

como ZnO por espectroscopía FTIR (% residuo calculado = 14,9 %). 
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Figura III-37. Curva de calentamiento del complejo ZnOlme en atmósfera de O2.  

4.1.3. Análisis elemental 

El análisis elemental para C, H, N y Zn del complejo ZnOlme mostró resultados 

consistentes con los porcentajes teóricos calculados a partir de la fórmula 

molecular propuesta, C24H28N6O5Zn, como se muestra a continuación:  

Tabla III-15. Contenido porcentual de C, H, N y Zn para el complejo ZnOlme. 

 C (%) H (%) N (%) Zn (%) 
Experimental 52,9 5,1 15,5 12,1 

Calculado 52,8 5,2 15,4 12,0 
 

4.2. Estudios en solución 

4.2.1. Resonancia magnética nuclear (1H-RMN y 13C-RMN) 

Los espectros de RMN del ligando olmesartán se obtuvieron a partir de la 

bibliografía (1H-RMN olmesartán (DMSO-d6, 600 MHz) (δ ppm): 

desplazamientos químicos relacionados al grupo bifenilo: 7,67, 7,64, 7,56, 7,53, 

7,06, 6,95; 5,65 (>N-CH2), 2,58 (-CH2CH2CH3), 1,54 (-C(OH)(CH3)2), 1,53, 0,85 

(-CH2CH2CH3) 46. Los desplazamientos químicos observados en el espectro de 
1H-RMN del complejo ZnOlme (1H-RMN ZnOlme (DMSO-d6, 600 MHz) (δ ppm): 

7,55, 7,43, 7,01, 6,86, 5,59, 1,91, 1,48, 0,85.) concuerdan con los 

desplazamientos en el olmesartán para los grupos bifenilo y propilo (Figura III-
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38). El singlete a 1,9 ppm detectado para el complejo se debe a -C-OH (alcohol 

terciario) y el singlete amplio a 3,4 ppm se asignó al agua coordinada 47. 

Desafortunadamente, ni en el complejo ZnOlme, o en el espectro reportado 

para el olmesartán, se observaron los desplazamientos químicos para el grupo 

–COOH (o imidazol, para la forma zwiteriónica) o el grupo tetrazol, esperados a 

campo bajo con desplazamientos químicos superiores a 10 ppm 48.  

ppm)

012345678910

 

Figura III-38. Espectro de 1H-RMN del complejo ZnOlme (DMSO-d6, 600 MHz, δ, ppm). 

Sin embargo, la coordinación del olmesartán al catión Zn(II), pudo confirmarse 

por las mediciones de 13C-RMN. Los datos espectrales de 13C-RMN para el 

complejo ZnOlme (13C-RMN ZnOlme (DMSO-d6, 150 MHz) (δ ppm): 162,4, 

158,8, 154,8, 150,5, 141,4, 138,9, 136,7, 131,0, 129,4, 127,8, 126,3, 124,6, 

119,0, 70,5, 47,4, 30,4, 28,6, 21,5, 21,0, 14,1) revelaron que las señales 

asociadas al grupo carboxilato (-COO-) y al grupo tetrazol, se desplazaron a 

campo bajo, con respecto a las señales del ligando libre (13C-RMN olmesartán 

(DMSO-d6, 150 MHz) (δ ppm): de 160,9 a 162,4 (>C=O) y de 155,0 a 158,8 

(tetrazol C-5), debido a la desprotonación e interacción de estos grupos con el 

catión Zn(II) (Figura III-39). Además se observan las siguientes señales para el 

complejo: 153,1 (imidazol C-4), 150,7 (imidazol C-2), los desplazamientos 

químicos relacionados al grupo bifenilo: 141,0, 138,1, 136,8, 131,1, 130,6, 

130,6, 129,0, 127,8, 126,0, 123,4; 118,0 (imidazol C-5), 70,8 (-C(OH)(CH3)2), 

47,0 (>N-CH2-), 29,7 (2C, -C(OH)(CH3)2) y los desplazamientos químicos 

relacionados a -CH2CH2CH3: 28,0, 20.,4, 13,6.). 
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Figura III-39. Espectro de 13C-RMN del complejo ZnOlme (DMSO-d6, 150 MHz, δ, ppm). 

4.2.2. Determinación de la relación estequiométrica 

Para determinar si la estequiometría de la especie que se forma en solución es 

similar a la del complejo ZnOlme en estado sólido, se utilizó el método de 

Benesi-Hildebrand 49, y se midió la intensidad de fluorescencia de soluciones 

de olmesartán 1 x 10-3 M, con diferentes concentraciones de Zn(II) desde 1 x 

10-4 M hasta 2 x 10-3 M en DMSO (Figura III-40).  

Es importante considerar que, el olmesartán, al igual que otros bloqueadores 

del receptor de Angiotensina II (BRA), muestra fluorescencia intrínseca debido 

a los grupos bifenilo, tetrazol e imidazol en su estructura 50,51. En este trabajo,  

se determinaron las longitudes de onda de excitación y emisión de olmesartán 

y su complejo de zinc (ZnOlme) a partir de soluciones 1 x 10-3 M en DMSO, 

mediante espectroscopía de fluorescencia tridimensional. Se encontró, que el 

olmesartán presenta un máximo de emisión en 366 nm cuando se excita a 295 

nm (λex: 295 nm/ λem: 366 nm), mientras que el complejo ZnOlme emite a 363 

nm cuando se excita a 294 nm (λex: 294 nm/ λem: 363 nm). 
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Figura III-40. Espectros de emisión de soluciones de olmesartán 1 x 10-3 M en DMSO con 

diferentes concentraciones de Zn(II). L/M = 10, 6, 4, 2, 1, 0.5; λex: 294 nm; λem: 363 nm. 

Asumiendo que el catión Zn(II) forma un complejo 1:1 con el ligando 

olmesartán, la ecuación aplicable es: 1/(F - F0) = 1/(F∞ - F0)K[Me]0 + 1/(F∞ - F0), 

donde F es la intensidad de fluorescencia en cada concentración de metal 

([Me]0) y F0 es la intensidad de fluorescencia del olmesartán, y K es la 

constante de asociación.   

 

Figura III-41. Gráfico de Benesi-Hildebrand para el complejo ZnOlme asumiendo una 

estequiometría 1:1. 

A partir del gráfico de 1/(F - F0) vs 1/[Zn]0 (Figura III-41) se obtuvo un 

comportamiento lineal de los datos, mostrando que la estequiometría 1:1 para 
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el complejo en estado sólido, es igual a la obtenida de la interacción del 

olmesartán con Zn(II) en solución. Se obtuvo la misma conclusión empleando 

el método de la razón molar 25 (Figura III-42). 
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Figura III-42. Intensidad de fluorescencia frente a la relación molar (ligando/metal) para el 

complejo ZnOlme en DMSO. [Olmesartán] = 1 x 10-3 M. 

4.2.3. Estabilidad 

La estabilidad del complejo ZnOlme en solución se monitoreó empleando 

medidas de conductividad molar y espectrofotometría UV-Vis en función del 

tiempo. Las medidas de conductividad realizadas en DMSO a una 

concentración de 1 x 10-3 M, mostraron que el complejo ZnOlme no se 

comporta como electrolito (0 – 12 Ω−1.cm2.mol-1) y no se observaron cambios 

en este parámetro por al menos 4 h. Por otra parte, los espectros electrónicos 

de ZnOlme 4,65 x 10-5 M en DMSO al 10 % v/v (Figura III-43), no mostraron 

cambios significativos durante 120 min, lo que sugiere que el complejo es 

estable durante un período adecuado para su manipulación, facilitando la 

evaluación de sus propiedades biológicas. 
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Figura III-43. Variación del espectro electrónico del complejo ZnOlme 4,65 x 10-5 M en DMSO 

al 10% v/v durante 2 horas. 

4.3. Estructura propuesta para el compuesto ZnOlme 

La caracterización fisicoquímica del complejo ZnOlme tanto en estado sólido 

como en solución, mostró un entorno de coordinación tetraédrico bien definido 

alrededor del catión Zn(II), con el olmesartán actuando como ligando bidentado 

a través de los grupos COO- del anillo imidazol, y el N desprotonado del anillo 

tetrazol, además, se identificó el modo de coordinación monodentado del grupo 

carboxilato (FTIR). Este modo de coordinación se confirmó por 13C-RMN, al 

observar el desplazamiento a campo bajo de los picos relacionados con los 

grupos COO-, y el grupo tetrazol, con respecto al ligando libre olmesartán. Por 

otra parte, el análisis termogravimétrico permitió identificar 2 moléculas de agua 

unidas directamente al catión Zn(II) que completan la esfera de coordinación. 

Finalmente, el análisis elemental para C, H, N y Zn, confirmó la estructura 

propuesta: C24H28N6O5Zn (Figura III-44).  

Las medidas en solución, confirmaron la estequiometría 1:1 (Zn:Olme) en 

solución, y revelaron que el complejo no se comporta como un electrolito 

durante al menos 4 horas, del mismo modo, durante 2 horas mantuvo 

inalteradas sus características espectrales, indicando su alta estabilidad en 

solución con DMSO, permitiendo la evaluación de sus propiedades biológicas. 
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Figura III-44. Estructura propuesta para el complejo ZnOlme. 
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Capitulo IV. Propiedades biológicas in vitro de complejos de 
naringina-V(IV) 

Introducción  

Una de las propiedades que caracteriza a los flavonoides es su capacidad para 

formar complejos de coordinación con iones metálicos. Estos complejos 

pueden poseer una amplia gama de actividades farmacológicas, que incluyen 

efectos antioxidantes, antitumorales, antimicrobianos, antiinflamatorios, 

antidiabéticos, antineurodegenerativos, inmunoestimulantes, entre otras. La 

formación de complejos de coordinación con flavonoides no sólo puede mejorar 

sus actividades biológicas, sino que también sirve como estrategia para el 

diseño de nuevos compuestos bioactivos. Gracias a esto, han sido encontrados 

compuestos con actividades farmacológicas y perfiles clínicos mejorados en 
comparación con los flavonoides originales 1–6. 

Específicamente, algunos complejos de coordinación de vanadio han 

demostrado tener un gran potencial terapéutico 7, pero han visto limitada su 

aplicabilidad por sus efectos adversos 8,9. Debido a esto, la complejación del 

vanadio con flavonoides ha surgido como una estrategia para reducir 

reacciones indeseables e incrementar su actividad biológica. Distintas 

investigaciones sugieren que dicho incremento se debe a una mayor capacidad 

por parte del complejo de coordinación para regular las vías metabólicas, con 

respecto al ion metálico o flavonoide por sí solos 10. Por otra parte, la capacidad 

para generar especies reactivas de oxígeno, y de secuestrar radicales libres 

hacen de esta familia de compuestos una alternativa interesante para modular 

el estrés oxidativo 11, el cual se ha relacionado con la ocurrencia y desarrollo de 

diversas enfermedades crónicas 12–14, y ha demostrado tener un rol 

fundamental tanto en la promoción, como en la supresión del cáncer 15. 

En este capítulo se abordarán los resultados obtenidos de la evaluación de 
algunas propiedades biológicas in vitro de los complejos de coordinación 

obtenidos a partir del catión oxidovanadio(IV) y el flavonoide naringina. Se 
discutirá su capacidad para secuestrar algunos radicales libres in vitro, su 

capacidad anticancerígena sobre células en cultivo, sus mecanismos de 

acción, y la interacción con albúmina sérica bovina. 
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1. Diseño Racional  

Como fue mencionado, el cáncer es una enfermedad compleja que está 

caracterizada por la división y la propagación descontrolada de células 
anormales. Puede afectar casi todos los tejidos del cuerpo y ha sido asociada 

con diversos factores de riesgo y causas, como el tabaquismo, la obesidad, la 

exposición a radiación y ciertas infecciones, entre otros 16,17. En este contexto, 

se han llevado a cabo diversas investigaciones enfocadas en comprender los 

mecanismos moleculares subyacentes de los distintos tipos de cáncer, con el 

fin de desarrollar terapias más específicas y eficaces 18.  

La exploración de nuevos fármacos basados en metales se vio motivada, por 

una parte, gracias al éxito de los agentes anticancerígenos basados en platino, 

pero también, debido a los nuevos desafíos que dicho descubrimiento supuso, 
como la ocurrencia de efectos adversos, la falta de selectividad y la alta 

toxicidad sistémica 19–21. Este paradigma, permitió el desarrollo de nuevos 

compuestos basados en metales con potenciales aplicaciones tanto 

terapéuticas como diagnósticas para diferentes enfermedades 22–24, 

especialmente cáncer 25–28. Sin embargo, a pesar de los avances realizados, la 

relevancia de los metales y metalofármacos en los sistemas biológicos aún no 
se ha explorado por completo, además, es necesario investigar los diversos 

mecanismos de acción de los nuevos compuestos basados en metales, de 

manera que se pueda entender y predecir su actividad biológica en función de 

su estructura molecular. 

Particularmente, los complejos de vanadio han surgido como una potencial 

alternativa a los medicamentos contra el cáncer basados en platino debido a su 

toxicidad relativamente baja y sus diferentes estados de oxidación 7,29–31. El 

interés terapéutico que suscita se debe a su capacidad para participar en 
diferentes procesos biológicos, por ejemplo, el vanadio en su estado de 

oxidación (V) y sus derivados presentan una fascinante analogía con los 

fosfatos, mostrando similitudes tanto en términos estructurales como 

electrónicos. Esta correlación explica la capacidad de diversos compuestos de 

vanadio para actuar como potentes inhibidores de fosfatasas, ribonucleasas y 

ATPasas 32 o activar numerosas vías de señalización y factores de 
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transcripción 7. Por otra parte, el vanadio en su estado de oxidación (IV) ha sido 
caracterizado como un agente mimético de la insulina, potenciador de la 

insulina o similar a esta, también posee el potencial para mejorar la captación 

celular de glucosa, de reducir los niveles de glucosa en sangre en animales de 

laboratorio, o suprimir la liberación de ácidos grasos libres en adipocitos 33. 

También, se ha encontrado vanadio en el sitio activo de haloperoxidasas 34 y 

nitrogenasas 35, entre otros.  

Dada su relevancia biológica, se han desarrollado compuestos basados en 

vanadio con potencial terapéutico para el tratamiento de diversas 
enfermedades 7,36,37, principalmente diabetes 38,39, cáncer 40–42 y afecciones 

causadas por parásitos 43,44. Haciendo que la investigación del vanadio y sus 

compuestos sea de gran relevancia para la química bioinorgánica y la química 

inorgánica medicinal 45.  

La actividad anticancerígena exhibida por los compuestos de vanadio ocurre a 

través de diversos mecanismos que incluyen: la alteración del metabolismo 

celular, inhibición de la proliferación celular, inducción de la apoptosis y 

restricción de la invasión tumoral y la metástasis. Estos procesos se dan como 

resultado de la generación de especies reactivas de oxígeno y por 
consiguiente, al aumento del estrés oxidativo, alteración de orgánulos celulares 

como los lisosomas y las mitocondrias, alteración de proteínas estructurales 

como tubulinas y actinas, la alteración de vías de transducción de señales, y la 

regulación de la actividad de ciclinas y caspasas, las cuales desempeñan un 

papel fundamental en el control del ciclo celular y la apoptosis. Además, la 
proliferación celular también puede verse perturbada por los efectos 

genotóxicos ejercidos por el vanadio en los núcleos de las células a través de 

la interacción y daño al ADN 7,40,46–48. 

Se han descrito muchos mecanismos para explicar la inhibición del ciclo celular 

o la inducción de la muerte celular en células tumorales por los derivados del 

vanadio. Existe evidencia importante que apoya la hipótesis de que la actividad 

antitumoral de los compuestos de vanadio está mediada por la inhibición de 

proteínas fosfatasas específicas de tirosina (PTPasas), y la generación de 

especies reactivas de oxígeno (EROs), las cuales ocasionan la escisión o 
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separación de las cadenas de ADN, promueven la inhibición de las PTPasas y 
ocasionan daño a diferentes componentes y orgánulos celulares. Se han 

identificado y descrito una serie de PTPasas específicas como SHP2/SYP y 

fosfatasas duales como cdc25 implicadas en la promoción de la proliferación 

celular. Se ha sugerido que los compuestos de vanadio pueden actuar sobre 

estos blancos celulares provocando la inhibición de este tipo de fosfatasas y, 

como consecuencia, detener la proliferación celular 49. 

Por su parte, la naringina posee un importante potencial terapéutico debido 

principalmente a sus acciones antioxidantes y antiinflamatorias que juegan un 
papel protector en la fisiopatología humana. Su actividad anticancerígena se da 

a través de la interacción con diversas moléculas involucradas en la 

señalización celular, supresión de la producción de citocinas y factores de 

crecimiento, además de la detención del ciclo celular 50–52. 

Por otro lado, el tratamiento con complejos de coordinación que contienen 

1,10-fenantrolina en su estructura, se ha relacionado con diversos procesos 

biológicos implicados con el estrés oxidativo. Se ha descubierto que la 

fenantrolina promueve el ingreso de complejos de cobre a células tumorales 

que inducen la apoptosis al inhibir la actividad del proteasoma 53. Además  se 
ha demostrado que el complejo bis-(1,10-fenantrolina) cobre (II) escinde el 

ADN, potencialmente a través de la intercalación en el surco menor, lo que 

provoca estrés oxidativo y la posterior hidrólisis de los enlaces ADN-hidrógeno 
54,55. Asimismo, se demostró que complejos de Cu(II) fenantrolina-fenazina 

además de ocasionar daños al ADN, también ejercieron sus efectos por 
aumento del daño oxidativo asociado con una salud mitocondrial comprometida 
56. De manera similar, se encontró que compuestos de coordinación que 

contienen fenantrolina desencadenan la muerte celular por la activación del 

mecanismo de respuesta a proteínas desplegadas en el retículo 

endoplasmático 57.  

Como fue mencionado en el capítulo I, uno de los factores clave identificados 

en las condiciones fisiopatológicas y del desarrollo del cáncer es el estrés 

oxidativo; se ha demostrado que las células normales emplean diversos 

mecanismos para mantener la homeostasis redox y evitar el daño sobre el 
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ADN, proteínas y lípidos 58. Por el contrario, en las células cancerosas el 
balance redox se encuentra alterado, sin embargo, estas células adquieren 

resistencia al estrés oxidativo aumentando la expresión de enzimas 

antioxidantes y disminuyendo la expresión de genes que promueven la 

apoptosis. Este estado favorece la proliferación y supervivencia de las células 

cancerosas y, además, contribuye a la inestabilidad genética y la acumulación 

de mutaciones. El estrés oxidativo también estimula la angiogénesis, y suprime 

la respuesta inmune antitumoral, promoviendo el desarrollo y progresión del 

cáncer 59,60. Sin embargo, un aumento del estrés oxidativo, frente al cual las 

células cancerosas no pueden hacer frente induce la apoptosis, autofagia y/o 

necrosis 15,61. Debido a esto, la regulación del estado redox, supone una 

estrategia terapéutica interesante para el tratamiento del cáncer. No obstante, 
aumentar o disminuir el estrés oxidativo como estrategia terapéutica dependerá 

del tipo específico de cáncer, la etapa del mismo y los antecedentes genéticos 

del paciente. Por ejemplo, algunos pueden beneficiarse del aumento del estrés 

oxidativo para inducir la apoptosis o sensibilizar a las células cancerosas a la 

quimioterapia, mientras que otros pueden beneficiarse de la disminución del 

estrés oxidativo para inhibir la angiogénesis o activar el sistema inmunitario 

antitumoral 15.  

La complejación de vanadio con flavonoides (VO-flavonoides) ha demostrado 

ser una estrategia prometedora para diversas aplicaciones terapéuticas, 

particularmente en el tratamiento de enfermedades como la diabetes, 

afecciones causadas por parásitos como la tripanosomiasis, la leishmaniasis y 

la leptospirosis, y el cáncer, como se mencionó previamente 10. Aunque los 

mecanismos moleculares exactos involucrados en su acción farmacológica 

siguen siendo investigados, se ha observado que en general, estos complejos 
reducen la toxicidad del vanadio y muestran efectos farmacológicos superiores 

en comparación con los flavonoides originales. Se ha propuesto que la 

capacidad anticancerígena de los VO-flavonoides se relaciona con la 

regulación de diversas vías metabólicas, como la activación de vías apoptóticas 

mediadas por receptores de membrana, la muerte celular apoptótica mediada 

por especies reactivas de oxígeno, la alteración en la fluidez de la membrana y 

la muerte celular mediada por detención mitótica 4,10.  
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En particular, el estado de oxidación del vanadio, los grupos funcionales 
involucrados en el enlace coordinado y los grupos funcionales presentes en la 

estructura del complejo tienen un impacto significativo en su actividad 

farmacológica 7. La estructura de estos complejos está fuertemente 

influenciada por las condiciones de síntesis y las características del flavonoide 

utilizado 62. Estos factores deben tenerse en cuenta al diseñar nuevos 

compuestos de vanadio-flavonoides ya que pueden afectar los potenciales 

sitios de acción y el alcance de las interacciones biológicas que el complejo 

pueda tener.  

Así mismo, poseer la capacidad de generar especies reactivas de oxígeno, 

pero también, para secuestrar radicales libres, hacen de esta familia de 

compuestos una propuesta terapéutica interesante para el tratamiento del 

cáncer, a través de la regulación del estado redox 11. No obstante, es 

importante determinar para cada complejo en particular, sus capacidades anti y 

pro-oxidantes. 

Por lo tanto, al diseñar fármacos anticancerígenos con un mecanismo de 

acción basado en la regulación del estado redox, es esencial investigar 

exhaustivamente los efectos de las EROs en función de su concentración para 
superar la resistencia a los medicamentos y preservar los tejidos normales, 

este enfoque permitiría el desarrollo de nuevos metalofármacos 

anticancerígenos con menor toxicidad y mayor especificidad. 

2. Evaluación de la actividad antioxidante in vitro 

Como ya se mencionó, los polifenoles, son compuestos fitoquímicos estudiados 
en gran medida debido a sus propiedades antioxidantes, además, un alto 

consumo de estos compuestos se ha relacionado con una menor incidencia de 

enfermedades crónicas progresivas como el cáncer, enfermedades 

cardiovasculares, diabetes, osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas. 

Dentro de estos compuestos se incluyen flavonoides, estilbenos, ácidos 

fenólicos y lignanos 63.  

En esta sección se discutirán los resultados obtenidos de evaluar la capacidad 
antioxidante in vitro de la naringina y los complejos de coordinación VONarg9 y 
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VONF.Cl frente a los radicales 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH·), el radical 

hidroxilo (HO·), el radical superóxido (O2
-·) y el radical peroxilo (ROO·). Si bien, 

el radical DPPH· no se clasifica como una especie reactiva de oxígeno (ERO), 

se midió la capacidad antioxidante frente a este con fines comparativos, dado 

que existen numerosos reportes en la literatura de la acción de productos 
fitoquímicos y derivados frente a este radical 64,65. Por otro lado, la capacidad 

antioxidante del complejo VONarg12 no fue evaluada debido a la baja 

estabilidad presentada por este complejo durante el tiempo que duran las 

experiencias (contrario a lo que sucede en las determinaciones en cultivos 

celulares, donde el tiempo de preparación de las soluciones y su agregado a 

las células es menor a 5 min). Por otra parte, el ligando fenantrolina no mostró 
actividades antioxidantes contra los radicales superóxido, peroxilo, hidroxilo ni 

DPPH·, por lo que no se incluye en las siguientes determinaciones 66. 

2.1. Determinación de la actividad secuestrante del radical DPPH· 

El radical DPPH· (radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo) en solución metanólica 

presenta una coloración violeta intensa y estable, y se ha usado ampliamente 

como modelo para evaluar la capacidad antioxidante. Cuando una solución del 
radical DPPH· se mezcla con un compuesto antioxidante, el color violeta 

desaparece, producto de la reducción del radical a la hidracina DPPH-H cuya 

coloración es amarilla, este cambio puede ser cuantificado de manera simple y 

reproducible mediante espectroscopia UV-Vis a 517 nm (Esquema IV-1). Este 

método es ampliamente utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de 
extractos de hierbas o compuestos fenólicos 67. 

 

Esquema IV-1. Reacción entre un antioxidante (RH) y el radical DPPH·. Tomado de Dureja et 
al., 2012 68. 
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La capacidad antioxidante de VOCl2, naringina, VONarg9 y VONF.Cl frente al 
radical DDPH· fue medida por el método de Yamaguchi y colaboradores 69. El 

procedimiento utilizado para la determinación fue descrito en el apartado 5.2 

del capítulo II. 

Los resultados muestran que los compuestos evaluados exhiben una 

capacidad moderada para reducir al radical DPPH·. Ninguno de los 

compuestos logró reducir al radical más allá del 50% (concentración inhibitoria 

del 50%, CI50) utilizando concentraciones hasta 100 μM (Figura IV-1). Los 

porcentajes de reducción del radical DPPH· a 100 μM fueron de: naringina (1,9 
± 2,14 %) < VONF.Cl (24,3 ± 1,99 %) < VOCl2 (36,0 ± 1,45 %) < VONarg9 (46,3 

± 6,10 %).  
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Figura IV-1. Efectos de VOCl2 (negro), naringina (rojo), VONarg9 (verde) y VONF.Cl (amarillo) 

sobre la reducción del radical DPPH·.  

Los resultados obtenidos para la naringina concuerdan con los hallazgos 

publicados por Ye y colaboradores en el 2009 70. En ese estudio, el flavonoide 

no mostró capacidad reductora frente al radical DPPH· a una concentración de 
100 μM, incluso a concentraciones de 2000 μM su capacidad reductora fue 

únicamente del 11,1 %.  
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Por otra parte, la capacidad reductora de ambos complejos fue mejorada con 
respecto al ligando naringina, el complejo VONF.Cl exhibió una mejora del 22,4 

%, equivalente a un incremento en su actividad de aproximadamente 13 veces. 

Además, el complejo VONarg9 presento una mejora del 44,4 % con respecto a 

la naringina, equivalente a un incremento en su actividad de aproximadamente 

24 veces, así mismo, con respecto al complejo VONF.Cl, su actividad fue 

superior en un 22 %, correspondiente a casi el doble de su actividad reductora. 

La mayor capacidad para reducir al radical DPPH· por parte del complejo 

VONarg9 estaría relacionada con un mayor potencial para donar hidrógeno, y 
la conversión del radical a la correspondiente hidracina, a su vez, dándose la 

oxidación de los sustituyentes hidroxilo a cetona 71. De manera que la 

capacidad del complejo VONF.Cl para reducir al DPPH· estaría limitada con 

respecto al complejo VONarg9, pues en su estructura se reemplazó uno de los 

ligandos naringina por fenantrolina. 

2.2. Determinación de la actividad secuestrante del radical 
hidroxilo (HO·) 

La determinación de la capacidad antioxidante frente a los radicales hidroxilo 

(HO·), se realizó por el método de Halliwell y colaboradores 72. El 

procedimiento seguido fue detallado en el apartado 5.1 del capítulo II. El 
método se basa en que los radicales hidroxilo, generados in situ por la reacción 

de un complejo hierro-EDTA con H2O2 en presencia de ácido ascórbico, 

reaccionan con la desoxirribosa para formar productos que, al calentarse con 

ácido tiobarbitúrico a pH ácido, generan un cromógeno rosa (Esquema IV-2). 

Los agentes antioxidantes neutralizan los radicales hidroxilo, evitando la 

formación de los productos de descomposición de la desoxirribosa, y por 

consiguiente, del cromógeno. La absorbancia del cromógeno se midió a 532 
nm, y la capacidad antioxidante se determinó por comparación con el control 

(sin agregado de antioxidante). 
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Fe2+-EDTA + O2 ⇌ Fe3+-EDTA + O2
-· 

2 O2
-· + 2 H+ → H2O2 + O2 

Fe2+-EDTA + H2O2 → OH- + HO• + Fe3+-EDTA 

HO• + desoxirribosa → fragmentos 

 Δ + ATB + ATCA 

 
 

MDA 

2 ATB + MDA → cromógeno rosa 
Abreviaturas: ATB = ácido tiobarbitúrico; ATCA= ácido tricloroacético; MDA = malondialdehido; EDTA = 

ácido etilendiaminotetraacético; Δ = calentamiento. 

Esquema IV-2. Generación de radicales hidroxilos por el sistema Fe/H2O2/ascorbato, y su 

reacción con la desoxirribosa. Adaptado de Halliwell et al., 1987 72.   

Los compuestos evaluados muestran una capacidad baja para neutralizar a los 
radicales hidroxilo. A una concentración de 100 μM, ninguno de ellos logró 

inhibir más allá del 50 % (CI50), más aún, el complejo VONarg9 no presentó 

actividad inhibitoria (Figura IV-2). Los porcentajes de inhibición a 100 μM fueron 

de: VONarg9 (0 ± 8,12 %) < naringina (27,3 ± 0,15 %) < VONF.Cl (29,0 ± 3,08 

%) < VOCl2 (38,0 ± 2,00 %). 

 

Figura IV-2. Efectos de VOCl2 (negro), naringina (rojo), VONarg9 (verde) y VONF.Cl (amarillo) 

sobre la inhibición de radicales hidroxilo (HO·). 
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El complejo VONarg9 no presentó una mejora en su capacidad inhibitoria frente 
a los radicales hidroxilo, por el contrario, su actividad disminuyó en 

comparación con la naringina. Anteriormente, pudo observarse un efecto 

similar para los flavonoides apigenina, baicalina y la aglicona de la naringina, la 

naringenina, ya que, como resultado de su complejación al catión 

oxidovanadio(IV) sus capacidades inhibitorias a una concentración de 100 μM 

frente a los radicales hidroxilo disminuyó ligeramente en un 2 %, 6 % y 13 %, 

respectivamente 11,73–75. 

Por otra parte, el complejo VONF.Cl exhibió una mejor actividad inhibitoria a 
concentraciones bajas (14,07 % a 5 μM) en comparación con el flavonoide 

(6,39 % a 5 μM). Además, su capacidad de inhibición se mantuvo alrededor del 

30 % desde 25 μM hasta 100 μM, superando ligeramente a la naringina en 

cada concentración evaluada.  

2.3. Determinación de la actividad símil superóxido dismutasa 
(SOD) 

La determinación de la capacidad para inhibir al radical superóxido (O2-·) de 

manera similar a la enzima superóxido dismutasa (SOD) se realizó empleando 

el método reportado por Nishikimi y colaboradores 76. El procedimiento se 

detalló en el apartado 5.3 del capítulo II. El mismo se basa en cómo la 

reducción del nitroazul de tetrazolio (NBT) a formazán, por parte del radical 

superóxido, puede inhibirse por adición de un agente SOD-símil. EL NBT es 
reducido a formazán por los radicales generados in situ a través de la reacción 

entre el sistema PMS (fenazina metosulfato) y NADH (nicotinamida adenina 

dinucleótido reducido) (Esquema IV-3). La absorbancia del formazán se mide a 

560 nm y, cuanto menor sea su valor, mayor será la capacidad del agente 

SOD-símil para inhibir la reducción del NBT, y por ende para neutralizar la 
acción de los radicales. El porcentaje de inhibición se determina por 

comparación con el control (sin agregado del agente SOD-símil). 
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Esquema IV-3. Mecanismo para la generación e inhibición de radicales superóxido a través del 

sistema NBT/NADH/PMS. Adaptado de Patel et al., 2011 77. 

Los compuestos evaluados mostraron una mejora con respecto a la naringina 

en su capacidad para inhibir un 50 % (CI50) la reducción del NBT por los 

radicales O2
-·. Las concentraciones medias capaces de generar dicho efecto 

fueron de: naringina (>1000 μM), VONarg9 (870 ± 5.2 μM), VONF.Cl (35,5 ± 

3,6 μM) y VOCl2 (15,0 ± 0,2 μM) (Figura IV-3). 
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Figura IV-3.  Efectos de VOCl2 (negro), naringina (rojo), VONarg9 (verde) y VONF.Cl (azul) en 

la reducción del NBT por radicales O2-·. 

El complejo VONarg9 exhibió un incremento en su capacidad SOD-símil de al 

menos un 13 % (sí se considera que la CI50 de la naringina fue de al menos 
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1000 μM). Por su parte, el complejo VONF.Cl mostró una mejora de al menos 

un 96,5 % en comparación con el flavonoide y, por otra parte, al compararse 

con el complejo VONarg9, esta mejora es del 95,9 %, equivalente a un 

aumento en la actividad de al menos 24 veces. Sin embargo, pese al 

incremento en la actividad SOD-símil como resultado de la complejación al 
catión oxidovanadio(IV), los complejos no son agentes SOD-símil efectivos, ya 

que para serlo su CI50 debería ser de al menos 20 μM 78. 

2.4. Determinación de la actividad secuestrante del radical 
peroxilo (ROO·) 

La determinación de la capacidad secuestrante frente al radical peroxilo 

(ROO·), se realizó al evaluar la capacidad de los compuestos estudiados para 
retrasar la degradación de la piranina por los radicales ROO· generados in situ 

por la degradación térmica del compuesto 2,2'-azo-bis(2-amidino-propano) 

dihidrocloruro (AAPH) 79,80 (Esquema IV-4). El procedimiento se detalló en el 

apartado 5.4 del capítulo II. La degradación de la piranina se siguió 

espectrofotométricamente a 454 nm en función del tiempo. El período 

transcurrido (en minutos) antes de que hubiera una reducción significativa en 
su absorbancia, denominado como fase de retardo o fase lag, se obtuvo de la 

intersección entre las rectas generadas a partir de los valores de absorbancia 

en función del tiempo. El retraso de la degradación de la piranina, se debe a la 

capacidad del compuesto antioxidante para inhibir los radicales ROO·. 

 

Esquema IV-4. Descomposición térmica del AAPH en radicales ROO·. Tomado de Zhang et 
al., 2018 81. 

Los resultados obtenidos muestran que el ligando naringina no presentó 

actividad inhibitoria frente a los radicales ROO·, en cambio, los complejos 
exhibieron una mejora en su capacidad para retrasar el consumo de la piranina 

por estos radicales. La fase de retardo encontrada para VONarg9 fue de 3,8 ± 

0,8 min, y para VONF.Cl fue de 6,0 ± 0,4 min. Por su parte, la fase de retardo 

del cloruro de vanadilo fue de 6,4 ± 1,1 min (Figura IV-4). 
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Figura IV-4. Descomposición de la piranina por radicales ROO· en presencia de VOCl2 (negro), 

naringina (rojo), VONarg9 (verde) y VONF.Cl (azul). 

El complejo VONF.Cl presentó una mejora con respecto al complejo VONarg9 

de 2,2 min, correspondiente a un incremento del 57,89 % de efectividad. Sin 

embargo, los compuestos exhiben una actividad limitada para neutralizar al 

radical peroxilo, ya que el compuesto antioxidante de referencia, trolox, 
ocasiona una fase lag de 35,94 min 82. 

2.5. Conclusiones parciales 

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que los complejos 

VONarg9 y VONF.Cl, exhibieron una mejor capacidad antioxidante con 

respecto al ligando naringina. Puntualmente, la capacidad antioxidante del 

complejo VONarg9, con respecto a la naringina, se vio mejorada en todos los 

casos, excepto frente al radical HO·. Por otra parte, el complejo VONF.Cl 

presentó una actividad antioxidante superior a la exhibida por la naringina en 

todos los casos, así mismo, su actividad se vio incrementada con respecto al 
complejo VONarg9, excepto en su capacidad reductora frente al radical DPPH· 

(Tabla IV-1).  

La mejora en la capacidad antioxidante se debe principalmente a la 
complejación con el catión oxidovanadio(IV) y la formación de un doble anillo 

quelato con el centro metálico, el cual permite la estabilización de electrones 
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desapareados a través de conjugación π con el centro V=O 11. Este efecto se 
vio aumentado para el complejo VONF.Cl debido a la inclusión de la 

fenantrolina en su estructura.  

Tabla IV-1. Inhibición de radicales libres por acción de VOCl2, naringina, VONarg9 y VONF.Cl. 

Radical 
% Inhibición 

VOCl2 Naringina VONarg9 VONF.Cl 

DPPH•, 100 µM 36,0 ± 1,45 1,9 ± 2,14 46,3 ± 6,10 24,3 ± 1,99 

HO•, 100 µM 38,0 ± 2 27,3 ± 0,15 0 29,0 ± 3,08 

SOD (CI50, µM) 15,0 ± 0,2 >1000 870 ± 5,2 35,5 ± 3,6 

ROO•, lag (min), 100 µM 6,4 ± 1,1 0 3,8 ± 0,8 6,0 ± 0,4 

 

Además, es importante considerar que la naringina posee una capacidad 

antioxidante moderada, ya que existen ciertas propiedades ausentes en su 

estructura que desempeñan un papel crucial en el mecanismo de neutralización 

de radicales libres. Este proceso implica la formación de radicales fenoxi-

flavonoides de menor reactividad, los cuales posteriormente se oxidan a sus 
correspondientes quinonas (Esquema IV-5) 71.  

 

Esquema IV-5. Eliminación de radicales libres por flavonoides. Tomado de Procházková et al., 

2011 71. 
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Estos mecanismos de acción son característicos de compuestos polifenólicos y 
están vinculados estrechamente a atributos específicos, como la presencia de 

múltiples grupos hidroxilo, especialmente en la posición C3, así como la 

estructura tipo catecol en el anillo B (ausentes en naringina). Además, la 

existencia de un doble enlace entre los carbonos C2 y C3 (que tampoco está 

presente en naringina) contribuye a estabilizar la carga del radical fenoxi-

flavonoide a través de la resonancia electrónica con el anillo B, previniendo la 

propagación de reacciones en cadena de los radicales fenoxi-flavonoide 83,84.  

Estas afirmaciones pueden ser sustentadas al revisar el trabajo de Ye y 
colaboradores del 2009, en él, se obtuvieron e identificaron dos nuevos 

compuestos derivados de la naringina. Uno de ellos presentó un sustituyente 

hidroxilo adicional en la posición C3’, mientras que el otro, dos sustituyentes 

hidroxilo adicionales en las posiciones C3’ y C5’. Estas modificaciones 

estructurales condujeron a una mejora significativa en la capacidad de 

reducción frente al radical DPPH· a 100 μM, alcanzando un 38,4 % y un 43,6 % 

de reducción, respectivamente 70.  

En términos generales, a pesar de las mejoras observadas como resultado de 

la complejación, los compuestos VONarg9 y VONF.Cl solo pueden ser 
clasificados como agentes antioxidantes moderados. Esto se debe a la 

capacidad antioxidante limitada que presenta el ligando naringina debido a sus 

características estructurales. Sin embargo, la complejación con el catión 

oxidovanadio(IV) representa una estrategia prometedora para potenciar el perfil 

antioxidante de los flavonoides.  

3. Determinación de la actividad anticancerígena y mecanismos de 
acción 

Como se mencionó previamente, el cáncer es una enfermedad caracterizada 

por el crecimiento descontrolado de células mutadas (anormales o dañadas), y 

puede afectar a casi todos los tejidos del cuerpo. Estas células eventualmente 

forman tumores, que pueden llegar a propagarse e invadir otros tejidos. Las 
células cancerígenas pueden destruir células sanas, bloquear su suministro de 

nutrientes u oxígeno, y ocasionar la acumulación de productos de desecho, 
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alterando el buen funcionamiento del organismo, llegando en los casos más 
avanzados a provocar la muerte 85.  

Desde el descubrimiento del metalofármaco cisplatino, el estudio de 

compuestos de coordinación para aplicaciones terapéuticas y diagnósticas, ha 

recibido gran interés por parte de la comunidad científica, especialmente, para 

el tratamiento del cáncer 86. Este creciente interés, ha hecho posible la síntesis 

de nuevos potenciales agentes quimioterapéuticos, basados en diferentes 

metales como, arsénico, antimonio, bismuto, oro, vanadio, hierro, rodio, titanio, 

galio y platino, entre otros 87.   

La quimioterapia ralentiza o detiene el crecimiento de las células tumorales de 

rápida proliferación, a través de la regulación de procesos claves involucrados 

en la supervivencia celular, como la apoptosis, la transducción de señales, o la 
replicación del ADN 88. Sin embargo, muchos compuestos quimioterapéuticos 

ven limitada su aplicabilidad clínica debido a la aparición de efectos adversos 

asociados a su uso 89. Es por esta razón que los esfuerzos se centran en el 

desarrollo de terapias más específicas y eficaces.  

Debido al gran desequilibrio generado por los altos niveles de especies 

reactivas de oxígeno, el cual conduce a la sobre-expresión del sistema 

antioxidante celular, y además, genera alteraciones metabólicas y genéticas, 

producto del estrés oxidativo, la regulación de la homeostasis redox en las 

células cancerígenas ha generado un gran interés como nueva estrategia 
terapéutica 90.  

Considerando que los flavonoides poseen propiedades antioxidantes, pero 

también pueden ejercer efectos pro-oxidantes en células tumorales 91, a la vez 

que el vanadio puede participar de reacciones de óxido-reducción y producir 

especies reactivas de oxígeno a través de reacciones tipo Fenton, además de 

poseer diversas características biológicas relevantes 92, los complejos de 

coordinación obtenidos a partir de vanadio y flavonoides surgen como una 

alternativa terapéutica prometedora para el tratamiento del cáncer a través de 
la modulación del estado redox celular 10,11. 
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En esta sección se discutirán los resultados obtenidos de evaluar el potencial 
citotóxico de la naringina y sus complejos de coordinación obtenidos a partir del 

catión oxidovanadio(IV) (VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl), frente a la línea de 

adenocarcinoma de pulmón humano (A549), también se discutirán los 

mecanismos de acción de estos compuestos, a partir de la determinación de la 

generación de especies reactivas de oxígeno, la depleción de glutatión, y el 

cambio en el potencial de membrana mitocondrial.  

Como ya fue mencionado, el efecto de VONarg12 pudo ser medido en este 

caso, dado que para las experiencias en cultivos celulares, se prepararon 
soluciones frescas de los compuestos y se agregaron rápidamente a las 

células, evitando así probables descomposiciones durante la manipulación 

previa a la experiencia. Además, dentro de las células, todos los complejos son 

capaces de interactuar con los sistemas quelantes naturales, y los sistemas 

antioxidantes naturales por lo que no es posible identificar las especies activas 

luego del ingreso de los compuestos a través de la membrana celular, dada la 

complejidad de dicho medio, y las bajas concentraciones usadas. Sin embargo, 

las reacciones de complejos metálicos dentro del medio celular son específicas 
y cruciales para su actividad biológica in vivo.  

3.1. Determinación de la viabilidad celular por el método del MTT 

La toxicidad celular o citotoxicidad presentada por los compuestos estudiados 

en este trabajo, se determinó al evaluar la viabilidad celular por el método del 

MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), el procedimiento 

seguido para la determinación se detalló en el apartado 6.2 del capítulo II. Este 

ensayo de viabilidad se basa en la conversión del sustrato MTT por parte de las 

células metabólicamente activas (viables) en un producto cromogénico. El 

MTT, que es soluble en agua y de color amarillo, es reducido por las enzimas 
deshidrogenasas mitocondriales que producen NADH o NADPH, a azul de 

formazán, de color violeta e insoluble en agua 93 (Esquema IV-6). La cantidad 

de formazán producida es directamente proporcional a la cantidad de células 

viables, por lo que, después de solubilizar este producto con un solvente 

apropiado, su absorbancia se mide a 570 nm y la viabilidad celular se 
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determina por comparación con el control (sin agregado de agente citotóxico), 
al cual se le asigna un valor arbitrario del 100 % de viabilidad. 

 

Esquema IV-6. Reducción del MTT a azul de formazán. 

Los resultados mostraron que la naringina no ocasionó una disminución 

significativa en la viabilidad celular hasta 100 μM, mientras que el tratamiento 

con los complejos de coordinación mostró resultados variables. Los complejos 

binarios VONarg9 y VONarg12 ocasionaron la disminución de la viabilidad 
celular en forma dependiente de la concentración. Por otra parte, el complejo 

ternario VONF.Cl ocasionó una disminución significativa de este parámetro 

desde concentraciones bajas (17,25 % a 2 μM y 43,17 % a 5 μM) y se mantuvo 

en torno al 50 % desde 10 μM (Figura IV-5). El porcentaje de inhibición sobre la 

viabilidad celular a 100 μM para los diferentes compuestos estudiados fue de: 
naringina (4,93 ± 2,92 %) < VONarg9 (20,84 ± 2,90 %) < VONarg12 (42,56 ± 

0,76 %) < VONF.Cl (50,91 ± 3,91 %) (Figura IV-5). En todos los casos los 

valores de CI50 fueron superiores a 100 μM, excepto para el complejo ternario 

VONF.Cl, cuyo valor fue igual a 48,44 μM (determinado por ajuste de la curva, 

mediante el uso de SigmaPlot). 
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Figura IV-5. Viabilidad celular de la línea A549 tratada con naringina (negro), VONarg9 (rojo), 

VONarg12 (verde) y VONF.Cl (amarillo) por 24 h (0 – 100 μM). 

Para estimar la mejora en la actividad anticancerígena in vitro en la línea 

celular A549 debido a la modificación estructural de naringina por formación de 

los complejos de coordinación, se compararon los valores de inhibición en la 
viabilidad celular a 100 μM. La mejora presentada por el complejo VONarg9 fue 

del 15,91 %, para el complejo VONarg12 se obtuvo un 37,63 % de mejora, y el 

complejo VONF.Cl exhibió una mejora del 45,98 %, con respecto al ligando 

naringina. Estos resultados son consistentes con investigaciones previas en las 

que se ha demostrado que la formación de complejos de coordinación con el 

catión oxidovanadio(IV) potencia la actividad anticancerígena del flavonoide de 
partida, cuando la coordinación se produce a través de los grupos C=O y C5O-  
11. Del mismo modo, si la complejación se da a través de la región glicosídica el 

efecto antitumoral es superior 94,95. Así mismo, cuando se emplea un ligando 

auxiliar como la fenantrolina, que confiere cualidades adicionales, como el 

incremento del carácter lipófilo, y la capacidad para intercalarse con el ADN, el 

aumento de la actividad anticancerígena es aún más significativo 96.  
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3.2. Determinación de la viabilidad celular frente a células 
normales 

Uno de los grandes inconvenientes de los compuestos quimioterapéuticos es 

su toxicidad frente a las células normales, lo que finalmente se traduce en el 

advenimiento de efectos indeseables sobre el paciente. Con el fin de 
comprobar la inocuidad de los compuestos estudiados se evaluó su 

citotoxicidad sobre diferentes líneas celulares normales.  

El complejo VONarg9 fue evaluado sobre la línea normal derivada de riñón de 

embrión humano HEK293. Los resultados mostraron que el complejo no 

ocasionó una disminución notable de la viabilidad celular con respecto a lo 

observado sobre la línea A549, ya que a una concentración de 100 μM, el 

complejo ocasionó una reducción en la viabilidad de las células HEK293 de 

únicamente 7,86 ± 2,5 % (Figura IV-6). Considerando que la reducción en la 

viabilidad sobre la línea A549 fue del 20,84 %, el efecto del complejo sobre las 
células cancerígenas fue 12,98 % más pronunciado en comparación con las 

células normales, lo que equivale a ser 2,65 veces más tóxico.  
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Figura IV-6. Viabilidad celular de la línea HEK293 tratada con VONarg9 por 24 h (0 – 100 μM). 

Además, el complejo VONF.Cl fue evaluado sobre la línea celular de amnios 

normal humana, WISH. Los resultados mostraron una disminución significativa 
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en la viabilidad celular, incluso a concentraciones bajas (13,43 ± 1,3 % a 2 μM), 
sin embargo, la reducción de la viabilidad celular se mantuvo constante en 

torno al 27 % desde 10 μM hasta alcanzar una inhibición del 26,46 ± 1,01 % a 

100 μM (Figura IV-7). Al comparar este resultado con la disminución en la 

viabilidad celular observada sobre la línea A549 a 100 μM (50,91 ± 3,91 %), se 

puede identificar que el efecto del complejo ternario sobre las células 

cancerígenas fue mayor en un 24,45 %. El complejo ternario demostró ser casi 

el doble de tóxico sobre las células cancerígenas A549 en comparación con las 

células normales WISH.  
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Figura IV-7. Viabilidad celular de la línea WISH tratada con VONF.Cl por 24 h (0 – 100 μM). 

Por otra parte, el complejo VONarg12 también fue evaluado sobre la línea 

HEK293. Los resultados mostraron que el complejo ocasionó una disminución 
moderada de la viabilidad celular y hubo una diferencia considerable con 

respecto a lo observado en las células A549 para este complejo. En ambos 

casos, el complejo VONarg12 ocasionó la disminución de la viabilidad celular 

de manera dependiente de la concentración. Sobre las células normales se 

pudo notar un efecto estadísticamente significativo desde 5 μM, con una 
reducción igual al 9,53 ± 13,04 % en la viabilidad, dicha reducción, se mantuvo 

en torno al 13 % hasta alcanzar una concentración de 100 μM (15,19 ± 6,9 %) 

(Figura IV-8). Mientras que en las células de adenocarcinoma de pulmón, la 



210 
 

viabilidad se redujo en un 20,19 ± 1,22 % con una concentración de VONarg12 
igual a 10 μM, esta continúo disminuyendo conforme se aumentó la 

concentración hasta alcanzar una reducción de 42,56 ± 0,76 % en la viabilidad 

a 100 μM (Figura IV-5).  

Si se compara el efecto a 100 μM, se puede afirmar que el efecto sobre las 

células de cáncer (A549), con respecto a lo observado sobre las normales 

(HEK293), es un 27,37 % más efectivo, siendo 2,8 veces mayor.   
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Figura IV-8. Viabilidad celular de la línea HEK293 tratada con VONarg12 por 24 h (0 – 100 

μM). 

3.3. Análisis morfológico por tinción con cristal violeta 

Con el fin de desarrollar terapias eficaces para el tratamiento del cáncer y otras 

enfermedades caracterizadas por anomalías en la regulación de la muerte 

celular, es necesario comprender las diferentes formas en que las células 

pueden perder viabilidad y eventualmente morir 97. El estudio de las 

alteraciones morfológicas causadas tras el tratamiento con agentes 

quimioterapéuticos resulta fundamental para caracterizar y comprender mejor 
el mecanismo de muerte celular inducido por estos. Históricamente se han 

utilizado estos morfotipos para clasificar la muerte celular en tres formas 

diferentes: la muerte celular tipo I o apoptosis que ocasiona el redondeo de la 

célula, la reducción del volumen celular y nuclear, condensación de la 
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cromatina (picnosis), retracción de pseudopodos (si los hubiera), fragmentación 

nuclear (cariorrexis) y formación de protuberancias en la membrana plasmática, 

el proceso termina con la formación de vesículas (comúnmente conocidas 

como cuerpos apoptóticos), que posteriormente son fagocitadas por células 

cercanas y degradadas en los lisosomas 98,99 (Esquema IV-7).  

 

Esquema IV-7. Cambios celulares y morfológicos observados durante la apoptosis. Adaptado 

de Singh y Bose., 2015 100. 

Por otro lado, la muerte celular tipo II o autofagia, es un concepto que se puede 

confundir con un proceso de muerte celular, sin embargo, no es un mecanismo 

de muerte, sino uno que puede acompañarla 98,101. Este proceso está 

relacionado con la supervivencia de la célula a través de la reutilización de 

componentes celulares bajo condiciones específicas de estrés, como la 

privación de nutrientes (restricción calórica), o como una respuesta a señales 
durante la diferenciación celular, la embriogénesis o de daño a orgánulos 

celulares 97. Es un proceso caracterizado por la falta de condensación de la 

cromatina y por formación de vesículas de doble membrana denominadas 

autofagosomas, estas vesículas secuestran material citoplasmático y después 
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se fusionan con el lisosoma, en donde ocurre la degradación del material 

atrapado 99,102 (Esquema IV-8).  

 

Esquema IV-8. Cambios celulares y morfológicos observados durante la autofagia. Adaptado 

de Shibutani y Yoshimori., 2014 103. 

Por último, la muerte celular tipo III o necrosis, se caracteriza por la inflamación 
citoplasmática, hinchazón de orgánulos, condensación moderada de la 

cromatina y ruptura de la membrana plasmática 98,99 (Esquema IV-9). 

 

Esquema IV-9. Cambios celulares y morfológicos observados durante la necrosis. Adaptado 
de Escobar et al., 2015 104. 

A diferencia de la apoptosis, la necrosis es una forma alternativa no controlada 

de muerte celular que es inducida por lesiones externas, como la hipoxia o la 
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inflamación. Este proceso a menudo implica la regulación al alza de varias 
proteínas y compuestos pro-inflamatorios, como el factor nuclear κB (NF- κB), 

lo que resulta en la ruptura de la membrana celular y la liberación del contenido 

celular en las áreas circundantes, lo que provoca una cascada de inflamación y 

daño en el tejido 97. 

Las técnicas de tinción celular se utilizan en biología celular y microscopía para 

visualizar y estudiar diversos componentes, estructuras y procesos celulares. 

Se han desarrollado diferentes métodos de tinción celular con la finalidad de 

mejorar el contraste entre las diferentes estructuras celulares y tisulares, lo que 
permite su estudio y visualización a través de diferentes métodos ópticos. Estas 

técnicas implican el uso de tintes o compuestos específicos que se unen 

selectivamente a elementos celulares particulares, haciéndolos visibles bajo un 

microscopio 105,106.  

En este trabajo se utilizó la tinción con cristal violeta para observar los cambios 

morfológicos producidos luego del tratamiento con los compuestos estudiados. 

Este colorante posee carga positiva en su estructura, puede atravesar la 

membrana celular y unirse a las proteínas aniónicas y al ADN, dotando a las 

células de un color violeta. Esta técnica de tinción simple no proporciona 
detalles ultraestructurales detallados de las células, sin embargo, permite 

apreciar su forma, tamaño y estructura general bajo el microscopio. También, 

puede revelar el contenido celular general, incluyendo el citoplasma y, en el 

caso de células eucariotas, el núcleo 107–110. El procedimiento seguido para 

realizar la tinción fue detallado en el apartado 6.3 del capítulo II.  

A partir de las fotografías se puede apreciar que las células A549 no tratadas 

muestran su morfología epitelial característica y una estrecha adhesión celular 

(Esquema IV-10) 111. Luego de ser tratadas por 24 h con los complejos 

VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl, se observó la pérdida del volumen celular y 

nuclear, redondeo de las células, y una disminución considerable en el número 

de células, además, se pudo observar la presencia de cuerpos apoptóticos, la 

cual se hizo más evidente después de 48 h de incubación (Esquema IV-10). 

Estos resultados sugieren que la muerte celular ocasionada por estos 

compuestos se da a través de un proceso apoptótico.   
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Tratamiento 

Control 100 μM, 24 h 100 μM, 48 h 

VONarg9 

   
VONarg12 

   
VONF.Cl 

   

Esquema IV-10. Cambios en la morfología celular de la línea A549 por el tratamiento con 
VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl durante 24 h y 48 h a 100 μM. 

3.4. Medida de especies reactivas de oxígeno (EROs) 

Como se ha mencionado previamente, las células cancerígenas poseen un 

estado redox alterado y vulnerable con respecto a las células normales. Esto 
hace que el aumento del estrés oxidativo suponga una estrategia terapéutica 

prometedora y selectiva frente a distintos tipos de cáncer 112.  
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La generación de especies reactivas de oxígeno (EROs) por el tratamiento con 

naringina, VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl en las células A549 se determinó 

empleando la sonda diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA). 

El procedimiento seguido para la determinación se detalló en el apartado 6.4 

del capítulo II. El compuesto H2DCFDA permea la membrana celular, y es 
posteriormente hidrolizado (desacetilado) a 2',7'-diclorodihidrofluoresceína 

(H2DCF) (no fluorescente) por acción de esterasas intracelulares, este a su vez 

es oxidado en el medio intracelular al compuesto fluorescente 2',7'-

diclorofluoresceína (DCF) 113 (Esquema IV-11). La cantidad de EROs generada 

es directamente proporcional a la fluorescencia obtenida, después, las EROs 

son determinadas por comparación con el control (sin agregado de agente 
citotóxico).  

 

Esquema IV-11. Detección de Especies Reactivas de Oxigeno empleando la sonda H2DCFDA. 

Los resultados obtenidos mostraron que el ligando naringina no ocasionó un 

cambio significativo en la generación de especies reactivas de oxígeno 

después de 24 h de incubación a 100 μM (94,3 ± 8,5 %), por otra parte, los 
complejos binarios VONarg9 y VONarg12 elevaron los niveles de las especies 

reactivas de oxígeno en forma dependiente de la concentración, alcanzando 

valores iguales al 244,23 ± 7,7 % y 212,23 ± 6,9 % a 100 μM, respectivamente 

(Figura IV-9). 
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Por otra parte, el complejo ternario VONF.Cl pareció disminuir la generación de 
especies reactivas de oxígeno, pues pasadas 24 h de incubación, los niveles 

de EROs se mantuvieron en torno al 86 % desde 10 μM, hasta alcanzar un 

valor igual al 80,4 ± 2,9 % a 100 μM (Figura IV-9). Sin embargo, estas 

observaciones resultan atípicas considerando los antecedentes y la evidencia 

existente, dado que, previamente se ha observado que la complejación del 

catión oxidovanadio(IV) con flavonoides hace que estos nuevos compuestos 

ocasionen en las células un aumento en la producción de EROs, al igual que la 

mayoría de compuestos de vanadio 11,114–117. 
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Figura IV-9. Producción de Especies Reactivas de Oxígeno en la línea A549 por el tratamiento 

con naringina (negro), VONarg9 (rojo), VONarg12 (verde) y VONF.Cl (amarillo) durante 24 h (0 
– 100 μM). 

Si se tiene en cuenta que el complejo VONF.Cl ejerce un mayor efecto 

citotóxico en comparación a VONarg9 y VONarg12, evidenciado por valores 

significativamente más bajos en la viabilidad celular (ver apartado 4.1), incluso 

a bajas concentraciones, y cambios morfológicos más evidentes después de 24 

h de tratamiento, además de una mayor depleción del antioxidante endógeno 

glutatión (GSH) (ver apartado 4.5), la reducción en la producción de EROs no 
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parece factible. Debido a esto, se determinó la producción de EROs, después 
de un periodo de incubación igual a 4 h con VONF.Cl (Figura IV-10), para 

determinar si el efecto de generación de EROs podría producirse al inicio de la 

incubación.  
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Figura IV-10. Producción de Especies Reactivas de Oxígeno en la línea A549 por el 

tratamiento con VONF.Cl durante 4 h (0 – 100 μM). 

El resultado obtenido después del tratamiento por 4 h, evidenció la generación 

de especies reactivas de oxígeno en forma dependiente de la concentración, 

hasta alcanzar un valor del 181,23 ± 4,9 % a 100 μM, lo cual confirma, como es 

de esperar, que los complejos ejerzan sus efectos citotóxicos a través del 

aumento en el estrés oxidativo. 

El efecto pro-oxidante por parte de los compuestos de vanadio ha sido 

ampliamente investigado y discutido, y se explica principalmente por 

reacciones de tipo Fenton, bio-reducción de vanadato por la acción de glutatión 
(GSH), flavoenzimas o NAD(P)H oxidasas con posterior formación de EROs y 

la promoción indirecta de EROs, probablemente por interacciones 

mitocondriales 117. 
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3.5. Medida de sistemas antioxidantes 

El glutatión (GSH) es un tripéptido constituido por tres aminoácidos: glutamato, 

cisteína y glicina; es un agente antioxidante intracelular que protege a las 

células del daño causado por los peróxidos lipídicos, las especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno, y los xenobióticos. Existe en forma de glutatión reducido 

(GSH) y glutatión oxidado (GSSG), siendo el tiol no proteico más abundante 

presente en concentraciones milimolares en los tejidos de los mamíferos y 

jugando un papel importante en la eliminación y desintoxicación de 
carcinógenos. Su síntesis, transporte, utilización y metabolismo están 

estrictamente controlados para mantener la homeostasis intracelular y el 

equilibrio redox. Se ha demostrado que la alteración del sistema antioxidante 

del glutatión está asociada con múltiples formas de muerte celular programada 

en las células cancerosas. Por lo tanto, se han desarrollado varias terapias 

novedosas para atacar el sistema antioxidante GSH en los tumores como un 

medio para aumentar la respuesta y disminuir la resistencia a los 

medicamentos 118,119.  

Debido al comportamiento pro-oxidante en cultivo de los complejos de 
coordinación estudiados en este trabajo, se determinó cómo el tratamiento con 

estos afectó los niveles de glutatión en las células A549. Para ello, se empleó 

el método adaptado de Hissin y Hilf 120 detallado en el apartado 6.5 del capítulo 

II. El mismo, se basa en la formación de productos fluorescentes por reacción 
entre el glutatión reducido (GSH) y oxidado (GSSG) con o-ftalaldehído (OPT), a 

pH 8 y 12, respectivamente (Esquema IV-12). Posteriormente, la fluorescencia 

generada por estos productos es empleada para determinar el cambio en los 

niveles de glutatión por comparación con el control (sin agregado de agente 

citotóxico). 

 

Esquema IV-12. Formación de un producto fluorescente por reacción de glutatión reducido 
(GSH) con o-ftalaldehído (OPT). Adaptado de Francioso et al., 2021 121. 
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Los resultados obtenidos muestran que el ligando naringina no ocasionó una 
disminución significativa en los niveles de glutatión después de 24 h de 

incubación, pues la depleción de GSH a 100 μM fue del 7,4 ± 7,3 %. Por otra 

parte, los complejos VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl, ocasionaron la 

disminución en los niveles de GSH en forma dependiente de la concentración, 

hasta alcanzar valores de depleción de 23,8 ± 2,86 %, 46,05 ± 2,99 % y 91,17 

± 1,43 % a 100 μM, respectivamente (Figura IV-11). 
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Figura IV-11.  Cambio en los niveles de glutatión reducido (GSH) en la línea A549 por el 

tratamiento con naringina (negro), VONarg9 (rojo), VONarg12 (verde) y VONF.Cl (amarillo) 

durante 24 h (0 – 100 μM). 

Por otra parte, al evaluar la variación de la relación GSH/GSSG, se obtuvieron 

resultados similares a los encontrados para la depleción de GSH vistos 
anteriormente. Nuevamente, el ligando naringina no ocasionó una variación 

significativa de la relación GSH/GSSG. Por otro lado, los complejos de 

coordinación VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl después de 24 h de incubación 

con las células A549, ocasionaron la reducción de los valores de la relación 

GSH/GSSG en forma dependiente de la concentración hasta alcanzar valores 

de disminución a 100 μM iguales al 18,03 ± 2,35 %, 28,07 ± 4,39 % y 79,41 ± 
0,77 %, respectivamente (Figura IV-12).  
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Figura IV-12. Cambio de la relación de glutatión reducido y oxidado (GSH/GSSG) en la línea 
A549 por el tratamiento con naringina (negro), VONarg9 (rojo), VONarg12 (verde) y VONF.Cl 

(amarillo) durante 24 h (0 – 100 μM). 

Si bien, no puede notarse una correlación directa entre la generación de 

especies reactivas de oxígeno y la depleción de GSH, o la variación de la 

relación GSH/GSSG, es evidente que los complejos de coordinación 

estudiados en este trabajo interfieren con la homeostasis redox de las células 
cancerígenas A549, siendo aparentemente el complejo VONF.Cl el que 

interfiere en mayor medida, debido a una mayor depleción de glutatión, y una 

generación temprana de EROs, lo cual podría estar relacionado con una mayor 

capacidad para atravesar la membrana celular e ingresar al interior de la célula, 

debido a la inclusión de fenantrolina en su estructura, lo cual ocasionaría 

además de la generación de EROs en el espacio intracelular, una mayor 
interacción con otros blancos celulares, en comparación con VONarg9 y 

VONarg12. 

3.6. Potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 

La función mitocondrial es un indicador clave del bienestar celular, y puede ser 

determinada al estudiar los cambios en el potencial de membrana mitocondrial 

(Δψm), el cual se define como la capacidad de las mitocondrias para mantener 
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el gradiente electroquímico necesario para producir ATP 122. Para medir los 
cambios en el potencial de membrana mitocondrial, se empleó el colorante 

lipófilo, de color verde fluorescente, capaz de atravesar la membrana celular 

yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOC6), que se acumula en las 

mitocondrias debido a su gran potencial de membrana negativo 123. El 

procedimiento empleado para la determinación se detalló en el apartado 6.6 del 

capítulo II.  
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Figura IV-13. Cambio del potencial de membrana mitocondrial en la línea A549 por el 

tratamiento con naringina (negro), VONarg9 (rojo), VONarg12 (verde) y VONF.Cl (amarillo) 
durante 24 h (0 – 100 μM).  

Los resultados de la determinación revelaron que el ligando naringina no 

ocasionó cambios significativos en el potencial de membrana mitocondrial. En 

contraste, el complejo VONarg12 provocó cambios estadísticamente 

significativos a 100 μM (p < 0.05), resultando en la disminución de este 

parámetro en un 12,43 ± 4,03 %. Por otra parte, los complejos VONarg9 y 

VONF.Cl provocaron la disminución del potencial de membrana mitocondrial en 

forma dependiente de la concentración desde concentraciones bajas. El 

complejo VONarg9 produjo una disminución del Δψm del 29,56 ± 3,65 % a 10 

μM y del 63,18 ± 3,94 % a 100 μM. En comparación, el complejo VONF.Cl 

mostró una disminución más pronunciada desde concentraciones bajas, con 
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una reducción del Δψm del 54,5 ± 3,32 % a 10 μM y una disminución del 67,3 ± 
1,6 % a 100 μM (Figura IV-13). 

La pérdida del potencial de membrana mitocondrial, o expresado de otra 

manera, la despolarización mitocondrial, indica la pérdida del gradiente 

electroquímico necesario para la producción de ATP 122. Cuando la membrana 

mitocondrial se despolariza, la producción de ATP se detiene, lo que puede 

conducir a la muerte celular. En este caso, la despolarización mitocondrial es 

ocasionada por la generación de especies reactivas de oxígeno por parte de 

los complejos de coordinación, y el aumento del estrés oxidativo en las células 
A549. La despolarización mitocondrial ocasiona la liberación de citocromo c, el 

cual conduce a la muerte celular por la vía apoptótica intrínseca, también 

conocida como vía mitocondrial 124.  

El complejo VONarg12 produce menor despolarización mitocondrial, pero el 

aumento de las especies reactivas de oxígeno (apartado 4.4) y la depleción de 

la relación GSH/GSSG (apartado 4.5), permiten asegurar que la muerte celular 

sea también ocasionada mediante la vía apoptótica intrínseca. Además, el 

estudio morfológico (apartado 4.3), muestra que hay cambios que indican un 

proceso apoptótico (contracción de citoplasma, reducción del núcleo y de las 
prolongaciones intercelulares).  

3.7. Absorción de vanadio intracelular  

De los tres complejos de vanadio estudiados en este trabajo, el que generó 

mayores efectos citotóxicos sobre las células A549 fue el complejo ternario 

VONF.Cl. En comparación al complejo VONarg9, el complejo ternario posee 
una diferencia estructural importante: el intercambio de un ligando naringina por 

fenantrolina. Esta sustitución le confiere al complejo un carácter lipófilo 

aumentado, lo cual le permitiría atravesar con mayor facilidad la membrana 

celular y ejercer sus efectos anticancerígenos desde el interior de la célula, ya 

que estos compuestos para ser efectivos, deben alcanzar los blancos 

terapéuticos al interior de esta 125, por otro lado, también favorecería la 
acumulación de vanadio, ocasionando efectos citotóxicos mejorados. 
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Con el fin de confirmar esta hipótesis, se cuantificó la cantidad de vanadio 
intracelular luego del tratamiento con los complejos VONarg9, VONarg12 y 

VONF.Cl. El procedimiento seguido para esta determinación se detalló en el 

apartado 6.7 del capítulo II. En breve, el procedimiento consistió en lisar las 

células, posterior al tratamiento con los complejos durante 24 h, para 

finalmente realizar la cuantificación por espectroscopía de emisión atómica con 

plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES). El resultado obtenido (Tabla IV-

2), confirma la hipótesis planteada. Pudo observarse un aumento del 63,57 % 

de vanadio intracelular por tratamiento con VONF.Cl en comparación a 

VONarg9, atribuible a la presencia de fenantrolina en su estructura, como fue 

evidenciado en trabajos previos 96. En contraposición, el complejo VONarg12 

exhibió una menor penetración celular, ya que el contenido intracelular de 
vanadio para este complejo fue un 69,93 % menor en comparación con el 

complejo VONarg9. 

Tabla IV-2. Contenido de vanadio intracelular (nmol V/mg proteína) de células A549 por el 

tratamiento con VONarg9, VONF.Cl y VONarg12 durante 24 h a 100 μM. 

 Contenido de vanadio 
intracelular (nmol V/mg proteína) 

Control 1,71 ± 0,51 
VONarg9 11,31 ± 0,75 
VONF.Cl 18,45 ± 1,06 

VONarg12 3,40 ± 0,16 
 

El complejo VONF.Cl contiene un ligando lipofílico en su estructura, que puede 

desempeñar un papel crucial para facilitar su difusión a través de la membrana 

celular y su posterior acumulación dentro de la célula. Estos valores 

concuerdan con la tendencia observada en los valores de IC50, lo que destaca 
cómo los efectos citotóxicos a menudo están influenciados, al menos 

parcialmente, por la internalización celular. Por otra parte en el complejo 

VONarg9 el ion [VIVO]2+ coordina con dos ligandos naringina, lo que facilitaría el 

ingreso a la célula con respecto al complejo VONarg12, que sólo posee un 

ligando naringina en su esfera de coordinación. Asimismo, este último en 

solución es un complejo aniónico, por lo que podría penetrar a la célula a través 

de los canales aniónicos y no por difusión pasiva.  
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Para este último caso, se realizó un estudio preliminar con la intención de 
evaluar el potencial mecanismo de captación celular del complejo, para este fin, 

se empleó un bloqueador de canales aniónicos, el ácido 4,4'-

diisotiocianostilbeno-2,2'-disulfónico (DIDS) (ver apartado 6.8 del capítulo II). 

Se puede observar (Figura IV-14) que el complejo VONarg12 podría estar 

siendo captado por las células a través de dichos canales, ya que cuando se 

realizó el pretratamiento con DIDS no se observó una muerte celular 

significativa, pues al ser tratadas a 100 μM con VONarg12 la viabilidad fue del 

92,05 ± 5,60 %. A esta misma concentración sin pretratamiento con DIDS la 

viabilidad fue del 57,44 ± 0,76 %. Por lo tanto, estos resultados sugieren que 

los canales aniónicos están involucrados en el transporte del complejo 

VONarg12 hacia el interior de la célula, desde donde ejercería su efecto 
citotóxico. 
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Figura IV-14. Viabilidad celular de la línea A549 tratada con VONarg12 por 24 h (0 – 100 μM). 

Las células fueron pre incubadas con DIDS (ácido diisotiociano-2,2′-estilbenodisulfónico) 100 

µM.  

3.8. Conclusiones parciales 

Los resultados de evaluar la viabilidad celular posterior al tratamiento con 

naringina, VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl durante 24 h, sobre la línea celular 

A549, mostró que todos los compuestos, producto de la modificación 

estructural por complejación al catión oxidovanadio(IV), exhibieron mayor 
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citotoxicidad que naringina y VOCl2 a 100 μM (Tabla IV-3). El complejo 
VONarg9 mostró ser 2,65 veces más tóxico sobre las células A549 a 100 μM, 

en comparación a las células normales HEK293. Así mismo, el complejo 

VONarg12 redujo la viabilidad un 27,37 % más sobre las células A549, en 

comparación a las HEK293, siendo 2,8 veces más efectivo sobre la línea de 

cáncer. Además, el complejo VONF.Cl exhibió casi el doble de toxicidad frente 

a las células A549, en comparación a las células normales WISH.  

Tabla IV-3. Valores de viabilidad celular a 100 μM para los compuestos VOCl2, naringina, 
cloruro de fenantrolina, VONarg9, VONarg12 y VONF.Cl.  

 
Viabilidad celular 

(% control, 100 
µM) 

V(IV)O2+ 83,53 ± 9,12 

Naringina 95,07 ± 2,92 

Fen.Cl 71,85 ± 5,37 

VONarg9 79,16 ± 2,90 

VONarg12 57,44 ± 0,76 

VONF.Cl 49,09 ± 3,91 

Por otra parte, en todos los casos, el análisis morfológico efectuado a través de 

microscopía óptica después de realizar la tinción con cristal violeta, en las 

células tratadas con los compuestos estudiados por 24 h, permitió evidenciar 

cambios propios de la muerte celular por la vía apoptótica, como la disminución 

del volumen celular, el redondeo de las células, y la formación de cuerpos 

apoptóticos, la cual fue más evidente cuando las células fueron tratadas por 48 

h con los compuestos estudiados. 

Así mismo, al estudiar la generación de especies reactivas de oxígeno, y la 
depleción del antioxidante endógeno glutatión (GSH), se encontraron 

resultados congruentes, pues se logró identificar que todos los complejos 

favorecieron la generación de especies reactivas de oxígeno (EROs), y también 
ocasionaron la depleción de GSH. Lo cual indica que los complejos conducen a 

la disminución de la viabilidad celular por aumento del estrés oxidativo.  
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Del mismo modo, se estudió el cambio en el potencial de membrana 
mitocondrial, encontrando que los complejos VONarg9, VONF.Cl, y VONarg12 

en menor medida, ocasionaron la despolarización mitocondrial. Estos 

resultados indican que dichos compuestos generan la muerte celular por la vía 

apoptótica intrínseca (vía mitocondrial).  

Por último, se pudo confirmar una mayor captación de vanadio en las células 
A549 por tratamiento con el complejo VONF.Cl, en comparación al complejo 

VONarg9. Este resultado indica que la inclusión de fenantrolina en la estructura 

del complejo ternario facilita su ingreso al interior celular, lo cual conduce al 

aumento de la citotoxicidad, que puede estar asociado a la acumulación de 

vanadio intracelular y un mayor impacto sobre blancos celulares claves.  

4. Interacción con albúmina sérica bovina (biodisponibilidad) 

Como se ha mencionado previamente, los flavonoides y sus complejos de 

coordinación poseen un importante potencial terapéutico frente a diferentes 

padecimientos 6, sin embargo, algunos aspectos concernientes a su 

farmacocinética (absorción, distribución, metabolismo y eliminación), siguen 

siendo materia de investigación 126. Algunos factores, como la biodisponibilidad 

de los flavonoides dependen en gran medida de la interacción con las proteínas 
plasmáticas, al igual que su actividad biológica 127. No obstante, esto 

dependerá de la fuerza y tipo de interacción 128,129.   

Las proteínas plasmáticas son los constituyentes proteicos más abundantes del 

sistema circulatorio, y son responsables de diversas funciones fisiológicas 130. 

Estas funciones incluyen el transporte, la distribución y el metabolismo de una 

amplia variedad de sustancias, pudiendo ser de origen endógeno o exógeno 
131.  

La albúmina sérica bovina (ASB), ha sido una de las proteínas más estudiadas 

de este grupo 129, principalmente debido a su homología con la albúmina sérica 

humana (ASH) 132. La ASB posee dos residuos triptófano (Trp) que exhiben 

fluorescencia intrínseca, Trp-134 y Trp-212. Estos residuos están ubicados en 
la superficie de la proteína y en un bolsillo de unión hidrofóbico, 

respectivamente 73,132. Debido a estas características, a su estabilidad y bajo 
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costo, la ASB es usada frecuentemente como modelo para estudios de 
biodisponibilidad 133.  

Si la ASB interactúa con algún compuesto pueden observarse cambios en su 

espectro de emisión, como disminución en la intensidad de fluorescencia 
(desactivación o quenching) o desplazamientos en la longitud de onda del 

máximo de emisión. El mecanismo de interacción se puede estudiar al aplicar 

la ecuación de Stern-Volmer (1) sobre los datos de fluorescencia medidos a 

diferentes temperaturas 134,135: 

F0/F = 1 + Kqτ0[Q] = 1 + KSV[Q] (1) 

Donde F0 y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia de 

desactivador, respectivamente, Kq es la constante de velocidad de 

desactivación o constante de desactivación bimolecular, τ0 representa la vida 

media del fluoróforo en ausencia de desactivador, la cual para un biopolímero 

es igual a 10-8 s 136,137, [Q] es la concentración del desactivador y KSV es la 

constante de desactivación de Stern-Volmer 134. 

Del mismo modo, al graficar el logaritmo de (F0-F)/F en función del logaritmo de 

[Q], pueden determinarse el número de sitios de unión a la proteína y la 

constante de unión, al aplicar la siguiente ecuación: 

log (F0-F)/F = log Ka + n log [Q] (2) 

Donde Ka es la constante de unión (ordenada al origen) y n es el número de 

sitios de unión (pendiente de la recta) 134.  

El mecanismo de unión entre las proteínas y las moléculas pequeñas como las 

drogas implica varios enlaces, como la fuerza hidrofóbica, los enlaces de 

puente de hidrógeno, las interacciones electrostáticas y las interacciones de 

Van der Waals. La relación entre estos tipos de interacción y los parámetros 

termodinámicos se ha descrito previamente 138:  

a) ΔH < 0 y ΔS < 0 indica interacciones de Van der Waals y enlaces de 

puente de hidrógeno. 

b) ΔH < 0 y ΔS > 0 indica interacciones electrostáticas. 
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c) ΔH > 0 y ΔS > 0 indica fuerzas hidrofóbicas. 

Los valores del cambio de entalpía (ΔH) y el cambio de entropía (ΔS) se 

pueden calcular a partir de las medidas de fluorescencia a diferentes 

temperaturas usando las siguientes ecuaciones: 

ln Ka = -ΔH/RT + ΔS/R (3) 

ΔG = ΔH - TΔS (4) 

ln (Ka2/Ka1) = -ΔH/R(1/T2-1/T1) (5) 

Donde Ka es la constante de unión a las diferentes temperaturas, R es la 

constante universal de los gases ideales (8,31 J/mol.K) y T es la temperatura 

de trabajo, en Kelvin. Se utilizaron diagramas de Van't Hoff entre ln Ka y 1/T 

para estimar los valores de cambio de entalpía (ΔH) y entropía (ΔS). El cambio 

de energía libre (ΔG) y el cambio de entropía (ΔS) se evaluaron de acuerdo 

con las relaciones termodinámicas 134,139: 

ΔG = -RT ln Ka (6) 

ΔS = (ΔH - ΔG)/T (7) 

Para calcular las constantes de unión y los parámetros termodinámicos de la 

interacción entre la ASB y los compuestos estudiados, la intensidad de 

fluorescencia observada (Fobs) se corrigió al considerar la influencia del 

compuesto estudiado sobre ésta; a este fenómeno se le denomina “efecto de 

filtro interno”. Dicha corrección se realizó al aplicar la fórmula: 

Fcorr = Fobs x e[(Aex + Aem)/2] (8) 

Donde Aex y Aem representan los valores de absorbancia de la muestra en la 

longitud de onda de excitación (280 nm) y la longitud de onda de emisión (336 

nm), respectivamente 140,141. 

En esta sección se discutirán los resultados obtenidos de evaluar la interacción 

de la naringina y los complejos de coordinación VONarg9 y VONF.Cl con la 

albúmina sérica bovina. El procedimiento seguido para las determinaciones fue 
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detallado en el apartado 4 del capítulo II. La interacción del complejo 
VONarg12 con la ASB no fue evaluada debido a su baja estabilidad en 

condiciones no nativas, durante el tiempo de incubación.  

4.1. Desactivación de la fluorescencia 

La desactivación de la fluorescencia es un método sensible capaz de indicar 

alteraciones en el entorno del fluoróforo y es una técnica ampliamente utilizada 
para estudiar la afinidad de unión entre ligandos y proteínas. La desactivación 

de la fluorescencia se define como la disminución del rendimiento cuántico de 

la fluorescencia de un fluoróforo. Este fenómeno puede ser inducido por 

diferentes interacciones moleculares entre el fluoróforo y las moléculas 

desactivadoras, pudiéndose tratar de reacciones en estado excitado, 

reordenamientos moleculares, transferencia de energía, formación de 
complejos en estado fundamental y desactivación por colisión. Estudiando la 

desactivación de la fluorescencia es posible obtener información descriptiva del 

tipo de interacción fluoróforo-ligando 134,142. 

Dentro de los aminoácidos de ocurrencia natural, aquellos que presentan 

fluorescencia intrínseca son la tirosina (Tyr), el triptófano (Trp) y la fenilalanina 

(Phe). En particular, la fluorescencia exhibida por el triptófano es el indicador 

más utilizado de la estructura, función y dinámica de las proteínas, ya que su 

rendimiento cuántico de fluorescencia (relación entre el número de moléculas 

que emiten fluorescencia y el número total de moléculas excitadas 143) es 

comparativamente grande y también es sensible a los cambios del entorno 144. 

La interacción ligando-fluoróforo se puede estudiar mediante el análisis de la 
reducción en la intensidad de fluorescencia o el cambio de la longitud de onda 

de emisión de la proteína tras la adición del ligando 134. 

La interacción de la ASB con la naringina y los complejos VONarg9 y VONF.Cl 
ocasionaron la desactivación de la fluorescencia en forma dependiente de la 

concentración, y cambios en el máximo de emisión de la ASB, lo que 

demuestra la interacción de estos compuestos con la proteína y el cambio en el 

entorno alrededor de los residuos emisores de fluorescencia (Trp-134 y Trp-

212) 145 (Figura IV-15). 
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Figura IV-15. Espectros de fluorescencia de ASB 6 μM en solución en ausencia y presencia 
de: naringina (A), VONarg9 (B) y VONF.Cl (C) (0 – 100 μM). λex = 280 nm, T = 298 K. 

La naringina ocasionó una desactivación de la fluorescencia igual al 88,61 % a 

una concentración de 100 μM, por su parte, los complejos VONarg9 y VONF.Cl 

a 100 μM generaron una desactivación igual a 95,71 % y 96,91 %, 

respectivamente. Además, para la naringina y VONarg9 pudo notarse un 

desplazamiento del máximo de emisión a mayores longitudes de onda 
(corrimiento al rojo/redshift), mientras que para el complejo VONF.Cl, se 

encontró un leve desplazamiento a menores longitudes de onda (corrimiento al 
azul/blueshift), lo que puede indicar cambios conformacionales de la ASB a 

nivel de estructura terciaria, o cambios en la polaridad alrededor del entorno de 

los residuos triptófano por interacción con los compuestos estudiados 145,146.  
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En el primer caso, el desplazamiento del máximo de emisión de la ASB a 
mayores longitudes de onda indica un aumento en la polaridad alrededor de los 

residuos triptófano, por el contrario, en el segundo caso, disminuye la polaridad 

del entorno por interacción con el complejo VONF.Cl, lo cual podría 

relacionarse con la presencia del ligando fenantrolina en su estructura 146. 

Para describir la interacción entre la ASB y los compuestos estudiados, se 

realizó la regresión lineal de una gráfica de F0/F frente a [Q] y se aplicó la 

ecuación de Stern-Volmer (1) sobre los datos de fluorescencia medidos a 

diferentes temperaturas. De esta manera, se estimó la constante de 
desactivación bimolecular (Kq) y la constante de desactivación de Stern-Volmer 

(KSV), como se muestra a continuación.  

4.2. Mecanismo de desactivación de fluorescencia y 
determinación de las constantes y número de sitios de unión 

La desactivación de la fluorescencia puede ocurrir a través de dos mecanismos 

diferentes: la desactivación dinámica, que resulta de encuentros difusivos 
(colisionales) entre el fluoróforo y el desactivador; y la desactivación estática, 

que ocurre como resultado de la formación de un complejo en estado 

fundamental entre el fluoróforo y el desactivador. Estos mecanismos de 

desactivación pueden ser identificados por su diferente dependencia a la 

temperatura, y por la vida media del estado excitado 146,147. Es de esperar que 

las constantes de desactivación dinámicas aumenten junto con la temperatura, 

ya que al ser dependientes de la difusión, temperaturas más altas darán como 

resultado coeficientes de difusión mayores, aumentando el valor de la 

constante de desactivación bimolecular (kq) 148. Por el contrario, si el 

mecanismo de desactivación es estático, las constantes disminuirán por el 

aumento de la temperatura, debido a una reducción en la estabilidad del 
complejo fluoróforo-ligando 136,147,148. A partir de las curvas de F0/F vs [Q], que 

mostraron un comportamiento lineal, sugiriendo un único proceso de 

desactivación (Figura IV-16), y la ecuación F0/F = 1 + Kqτ0[Q] = 1 + KSV [Q] (1), 

se obtuvieron los valores de la constante de desactivación de Stern-Volmer 

(KSV) y la constante de desactivación bimolecular (Kq) para los compuestos 

estudiados (Tabla IV-4).  
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Figura IV-16. Gráficos de Stern-Volmer (F0/F vs [Q]), obtenidos de la interacción entre ASB y 
naringina (A), VONarg9 (B) y VONF.Cl (C) (0 – 100 μM) a diferentes temperaturas 298 K (rojo), 

303 K (azul) y 310 K (negro). λex = 280 nm.  

Para la interacción de la ASB con naringina y VONarg9, los valores de Ksv 

(Tabla IV-4) muestran una ligera tendencia al aumento con la temperatura. Por 

otro lado, los valores de Kq, son mayores en magnitud que el valor máximo que 

puede alcanzar esta constante en un proceso de desactivación dinámico (2,0 - 

3,0 x1010 Lmol-1s-1) 131,149. Por lo tanto, el mecanismo de interacción más 

probable es el de formación de un complejo con la ASB. Para VONF.Cl, se 

presenta una leve disminución de los valores de Ksv, sin embargo, los valores 

de Kq también son superiores al valor de referencia mencionado. Esta 

comparación permite sugerir que la interacción no se genera a través de una 
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colisión dinámica pero sí a través de la formación de un complejo con la ASB 
(mecanismo de desactivación estático). 

Cuando el mecanismo de desactivación es estático, el número de sitios de 

unión a la ASB y su constante de unión pueden ser determinados a partir de las 

curvas del logaritmo de (F0-F)/F vs el logaritmo de [Q] (Figura IV-17) y la 

ecuación de Scatchard: log (F0-F)/F = log Ka + n log [Q] (2) 149–151, como se 

discute a continuación. 
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Figura IV-17. Gráficos de Scatchard (log(F0-F/F vs log[Q]) obtenidos de la interacción entre 

ASB y naringina (A), VONarg9 (B) y VONF.Cl (C) (0 – 100 μM) a diferentes temperaturas 298 K 
(rojo), 303 K (azul) y 310 K (negro). λex = 280 nm. 

Evaluar la afinidad de los desactivadores a la ASB es de gran importancia ya 

que este parámetro se correlaciona directamente con el transporte, distribución 
y eficacia in vivo 152–154. La fuerza, o afinidad con la que los desactivadores se 

unen a la proteína es un factor crucial que influencia el transporte, duración del 
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efecto farmacológico, su distribución en los tejidos y su eliminación 155. Si una 
molécula posee baja afinidad por las proteínas plasmáticas, es menos probable 

que sea transportada de manera eficiente, además, la molécula puede liberarse 

rápidamente al torrente sanguíneo y tener una vida media más corta, también 

podría distribuirse por diferentes tejidos, pues no se mantendría en el torrente 

sanguíneo, favoreciendo también su eliminación. De manera similar, una 

interacción muy fuerte evitaría la liberación y distribución, influyendo de manera 

negativa en la biodisponibilidad y eficacia 156. 

Tabla IV-4. Constantes de Stern-Volmer (KSV), constantes de desactivación bimolecular (Kq), 

constante de unión (Ka) y sitios de unión (n), obtenidos gráficamente para la interacción entre 
naringina, VONarg9 y VONF.Cl con ASB a diferentes temperaturas. 

Compuestos T(K) 
KSV (x 104) 

(L.mol-1) 

Kq (x 1012) 

(L.mol-1.s-1) 

Ka (x 104) 

(L.mol-1) 
n 

Naringina 

298 2,18 ± 0,15 2,18 ± 0,15 1,45 ± 0,23 0,96 ± 0,03 

303 2,28 ± 0,09 2,28 ± 0,09 1,81 ± 0,44 0,98 ± 0,10 

310 2,32 ± 0,13 2,32 ± 0,13 2,81 ± 0,38 1,02 ± 0,09 

VONarg9 

298 5,67 ± 0,33 5,67 ± 0,33 11,6 ± 0,19 1,08 ± 0,04 

303 5,88 ± 0,31 5,88 ± 0,31 14,1 ± 0,13 1,09 ± 0,03 

310 5,99 ± 0,36 5,99 ± 0,36 16,9 ± 0,19 1,10 ± 0,04 

VONF.Cl 

298 2,77 ± 0,04 2,77 ± 0,04 33,85 ± 3,85 1,27 ± 0,04 

303 2,51 ± 0,06 2,51 ± 0,06 13,06 ± 1,76 1,17 ± 0,05 

310 2,49 ± 0,04 2,49 ± 0,04 4,97 ± 0,27 1,08 ± 0,02 

 

El número de sitios de unión indica las clases independientes de lugares de 

enlace/interacción para los compuestos estudiados con la ASB, generalmente 

este valor es cercano a 1 145,157. Por otra parte, el valor de la constante de 

unión de un compuesto a la ASB debe ser lo suficientemente alto para 

garantizar que una cantidad significativa de compuesto (desactivador) sea 

transportado y distribuido a través del organismo, pero, al mismo tiempo, lo 

suficientemente bajo para que el compuesto pueda liberarse una vez que 
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alcance su objetivo, se considera que el valor óptimo para esta constante debe 
estar en el rango de 104 - 106 M-1 145. 

Los valores encontrados para las constantes de unión (Ka) a las diferentes 

temperaturas para naringina, VONarg9 y VONF.Cl (Tabla IV-4), se encuentran 

en el rango de 104 - 105 M-1, indicando que se unen de manera reversible a la 

ASB, o sea, los compuestos presentan afinidad suficiente para ser 

transportados, y al mismo tiempo, ser liberados en el sitio objetivo por esta 

proteína. Nótese que los valores de Ka, siguen la misma tendencia que las 

constantes KSV y Kq en función de la temperatura.  

Aun cuando los valores de Ka disminuyen ligeramente en función de la 

temperatura para el complejo VONF.Cl, estos se mantienen en el rango óptimo 

recomendado para uniones reversibles. En el caso de este complejo, si bien 
puede existir una parcial disociación con el aumento de la temperatura, esto no 

afectaría la distribución mayoritaria del mismo.  

Al realizar la comparación de los valores de la constante de unión, para los 
compuestos estudiados, se puede notar que la complejación de naringina al 

catión oxidovanadio(IV) incrementa el valor de este parámetro en un 700 %, 

679 % y 501 % a 298 K, 303 K y 310 K, respectivamente, lo que indica una 

interacción más estable. Por otra parte, la constante de unión para el complejo 

VONF.Cl incrementa con respecto a naringina en un 2234,5 %, 621,5 % y 

76,81 % a 298 K, 303 K y 310 K, respectivamente. A pesar de que el valor de la 
constante de unión de VONF.Cl se ve disminuida por el aumento en la 

temperatura, su unión a la ASB mejoró con respecto al ligando naringina. 

Luego, al realizar la comparación de Ka entre ambos complejos, debe 

considerarse su distinta dependencia a la temperatura, por lo que el cambio 

porcentual de Ka para VONF.Cl con respecto a VONarg9 es de 191,8 %, - 3,5 

% y - 70,6 % a 298 K, 303 K y 310 K, respectivamente, de manera que la 

sustitución de un ligando naringina por fenantrolina incrementó la unión a ASB 

a 298 K (25 °C), pero a 310 K (37 °C), su unión fue más débil. 

Por otra parte, en todos los casos, el valor de (n) fue cercano a 1, indicando un 

único sitio de unión de los compuestos a la ASB. Por lo tanto, probablemente 

los compuestos estudiados interactúan con la ASB a través de su bolsillo 
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hidrofóbico ubicado en el subdominio II-A, con el residuo Trp-212 cerca o 
dentro del sitio de unión 158. Estos resultados sugieren que los compuestos 

estudiados pueden ser transportados por la proteína plasmática. A continuación 

se describe la naturaleza de las fuerzas de interacción entre los compuestos 

estudiados y la ASB, a partir de los parámetros termodinámicos obtenidos de 

gráficos de Van´t Hoff. 

4.3. Modo de interacción: parámetros termodinámicos 

Las fuerzas de interacción entre biomoléculas y fármacos pueden incluir 

interacciones electrostáticas, múltiples enlaces de hidrógeno, fuerzas de Van 

der Waals, interacciones hidrofóbicas, entre otras 148. Los valores de cambio de 

entalpía (ΔH) y cambio de entropía (ΔS) pueden descifrar la naturaleza o el tipo 

de interacción de los complejos fármaco-proteína 138. Estos parámetros 
termodinámicos fueron obtenidos empleando la ecuación de Van’t Hoff (ln Ka = 

-ΔH/RT + ΔS/R) sobre un gráfico del ln(Ka) vs 1/T 145 (Figura IV-18). Por otra 

parte, el cambio en la energía libre (ΔG) se evaluó de acuerdo con la relación 

termodinámica: ΔG = -RT ln Ka (6) y ΔG = ΔH – TΔS (4). 

1/T (K)

3,4e-33,3e-33,2e-3

ln 
(K
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Figura IV-18. Gráfico de Vant Hoff (ln(Ka) vs 1/T(K)) obtenidos de la interacción entre ASB y 
naringina (rojo), VONarg9 (azul) y VONF.Cl (verde) a diferentes temperaturas (298 K, 303 K y 

310 K). 
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Los parámetros termodinámicos obtenidos (Tabla IV-5), fueron analizados 
según lo propuesto por Ross y Subramanian: fuerzas hidrofóbicas (ΔH > 0 y ΔS 

> 0), interacciones electrostáticas (ΔH < 0 y ΔS > 0), y enlaces de hidrógeno e 

interacciones de Van der Waals (ΔH < 0 y ΔS < 0) 138. 

Tabla IV-5. Parámetros termodinámicos de los sistemas naringina-ASB, VONarg-ASB y 

VONF.Cl-ASB. 

Compuestos ΔH (KJ/mol) ΔS (KJ/mol) ΔG (KJ/mol) 

Naringina 42,7 0,223 

- 23,7 (298 K) 

- 24,8 (303 K) 

- 26,3 (310 K) 

VONarg9 23,9 0,177 

- 28,8 (298 K) 

- 29,7 (303 K) 

- 31,0 (310 K) 

VONF.Cl 
-121,9 

 

-0,304 

 

- 31,4 (298 K) 

- 29,9 (303 K) 

- 27,8 (310 K) 

Los valores de ΔH y ΔS para la interacción entre la ASB y la naringina fueron 

de 42,7 KJ/mol y 0,223 KJ/mol, respectivamente (Tabla IV-5). Por lo que su 

interacción se da a través de fuerzas hidrofóbicas las cuales involucran valores 

positivos de ΔH y ΔS, según lo propuesto por Ross y Subramanian 138. La 

interacción de la ASB con el complejo VONarg9, presentó valores inferiores de 

ΔH y ΔS con respecto a la naringina, con una reducción del 44 % y 20,6 %, 

respectivamente, indicando que esta interacción vio reducido su carácter 

hidrofóbico, dicho de otra manera, la modificación estructural de la naringina 

por complejación al catión oxidovanadio(IV) reduce el carácter hidrofóbico de la 

unión a ASB. 

Por otra parte, los valores de ΔH y ΔS para la interacción entre el complejo 

VONF.Cl y la ASB fueron de -121,9 KJ/mol y -0,304 KJ/mol, respectivamente. 

Indicando que la interacción se da a través de la formación de enlaces de 

puente de hidrógeno y por fuerzas de Van der Waals. Esto puede atribuirse al 
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carácter catiónico que presenta el complejo en solución acuosa (ver Apartado 
2.2 del capítulo III), debido a la sustitución de un ligando cloro por aquo 

formando la especie catiónica: [VONargFenH2O]+. Asimismo, ha sido reportado 

que los parámetros negativos de auto-asociación para ΔH y ΔS se incrementan 

a medida que aumenta la polarizabilidad de la densidad electrónica π de los 

compuestos que interactúan con ASB 138. Este sería el caso en el que un 

ligando naringina es reemplazado por el ligando fenantrolina. 

Si se analiza detenida y comparativamente el cambio en la entalpía y entropía 

(ΔH y ΔS) se puede notar que sus valores siguen esta tendencia: Narg > 
VONarg9 > VONF.Cl, indicando que la reacción de formación del complejo 

ASB-Narg es endotérmica, la complejación al catión oxidovanadio(IV) 

disminuye este parámetro, por lo que se requiere menor energía para la 

formación del complejo ASB-VONarg9 que la necesaria para la formación del 

complejo ASB-Narg. De esta forma, puede notarse que la espontaneidad en la 

reacción de formación de los complejos ASB-desactivador (Tabla IV-5) está 

favorecida principalmente por el cambio en la entropía (aumento) y la 

temperatura del sistema. Por otra parte, al reemplazar un ligando naringina por 

fenantrolina en el complejo VONF.Cl se favorece la unión a ASB, ya que de 

esta interacción se obtuvieron valores negativos para ΔH, indicando una 

reacción de formación para el complejo ASB-VONF.Cl exotérmica, en este 

caso, y en contraposición a lo discutido anteriormente, la espontaneidad en la 

reacción de formación del complejo está favorecida principalmente por el 

cambio en la entalpía, ya que si la temperatura aumenta lo suficiente (> 401 K), 

ocasionaría que la reacción no fuera espontánea, lo cual coincide con la 

dependencia negativa de las constantes de unión a la temperatura para 

VONF.Cl, como se pudo observar anteriormente (Tabla IV-4). Por último, los 
valores de ΔG para la interacción entre la ASB, la naringina, y los complejos 

VONarg9 y VONF.Cl mostraron valores negativos en todos los casos indicando 

que la reacción de formación de los complejos ASB-desactivador se da de 

forma espontánea a las temperaturas evaluadas.  
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4.4. Conclusiones parciales. 

A partir de los estudios de desactivación de la fluorescencia, se logró identificar 

la interacción entre naringina, VONarg9, VONF.Cl y la albúmina sérica bovina, 
evidenciada por la disminución en la emisión de fluorescencia en función de la 

concentración, más aún, para el complejo VONarg9, se encontró un aumento 

en la polaridad del microambiente alrededor de los residuos emisores de 

fluorescencia. El complejo VONF.Cl ocasionó el efecto contrario. 

Así mismo, se determinó que la naringina y ambos complejos interactúan con la 

ASB, a través de un mecanismo de desactivación estático. 

Por otro lado, el valor determinado para la constante de unión a la ASB, por 

parte de los compuestos estudiados a las diferentes temperaturas evaluadas 

estuvo en el rango ideal (104 - 106 M-1) para que estos compuestos puedan 

unirse a dicha proteína, y al mismo tiempo, ser transportados y liberados. 

Además, por la comparación de los valores de la constante de unión, se 

encontró que la modificación estructural por complejación al catión 
oxidovanadio(IV), mejoró la unión a la ASB.  

Pese a que la constante de unión del complejo ternario mostró una 

dependencia negativa a la temperatura, se determinó que a 310 K (37 °C) su 

valor se mantiene en el rango optimo, descrito anteriormente, y también fue 

casi un 77 % mayor al valor encontrado para la naringina, a la misma 

temperatura. También, se determinó que hubo un único sitio de unión entre los 

compuestos estudiados y la ASB. 

Por último, se determinó el modo de interacción a partir de los parámetros 

fisicoquímicos, según lo postulado por Ross y Subramanian 138. La naringina 

interactuó con la ASB a través de fuerzas hidrofóbicas, al igual que el complejo 

VONarg9. Los residuos hidrofóbicos repelieron mutuamente el agua y otros 
grupos polares, resultando en una atracción neta de los grupos no-polares para 

ambos compuestos. Sin embargo, en comparación, el complejo metálico 

presentó valores menores de ΔH y ΔS, indicando una disminución en el 

carácter hidrofóbico de dicha interacción, o puesto en otras palabras, un 

aumento del carácter hidrofílico de la misma. Por otra parte, el complejo 



240 
 

ternario interactuó con la ASB a través de la formación de enlaces de 
hidrógeno y por fuerzas de Van der Waals, debido a la presencia del ligando 

fenantrolina que posee una nube de carga electrónica π con alto grado de 

polarizabilidad. En todos los casos la reacción de formación de los complejos 

ASB-desactivador se dio de forma espontánea a las temperaturas evaluadas. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los compuestos 

estudiados interactúan de manera favorable con la albúmina sérica bovina, lo 

que sugiere que podrían ser absorbidos y encontrarse lo suficientemente 

disponibles en el cuerpo para producir sus efectos farmacológicos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



241 
 

Referencias bibliográficas 

(1) Jayaprakash, S.; Ramesh, S.; Karthikeyan, A.; Murugappan, S.; Sidharthan, P.; Selvaraj, 
S. Transition Metal Coordination Complexes of Flavonoids: A Class of Better 
Pharmacological Active Molecules to Develop New Drugs. Anticancer Agents Med. Chem. 
23 (4), 417–431. 

(2) Selvaraj, S.; Krishnaswamy, S.; Devashya, V.; Sethuraman, S.; Krishnan, U. M. 
Flavonoid–Metal Ion Complexes: A Novel Class of Therapeutic Agents. Med. Res. Rev. 
2014, 34 (4), 677–702. https://doi.org/10.1002/med.21301. 

(3) Khater, M.; Ravishankar, D.; Greco, F.; Osborn, H. M. Metal Complexes of Flavonoids: 
Their Synthesis, Characterization and Enhanced Antioxidant and Anticancer Activities. 
Future Med. Chem. 2019, 11 (21), 2845–2867. https://doi.org/10.4155/fmc-2019-0237. 

(4) Uivarosi, V.; Munteanu, A.-C.; Badea, M.; Olar, R. Metal Complexes of Plant Secondary 
Metabolites with Therapeutic Potential. In Plant Secondary Metabolites; Sharma, A. K., 
Sharma, A., Eds.; Springer Nature Singapore: Singapore, 2022; pp 281–327. 
https://doi.org/10.1007/978-981-16-4779-6_9. 

(5) Uivarosi, V.; Munteanu, A.-C.; Uivarosi, V.; Munteanu, A.-C. Flavonoid Complexes as 
Promising Anticancer Metallodrugs. In Flavonoids - From Biosynthesis to Human Health; 
IntechOpen, 2017. https://doi.org/10.5772/67879. 

(6) Kasprzak, M. M.; Erxleben, A.; Ochocki, J. Properties and Applications of Flavonoid Metal 
Complexes. RSC Adv. 2015, 5 (57), 45853–45877. https://doi.org/10.1039/C5RA05069C. 

(7) Pessoa, J. C.; Etcheverry, S.; Gambino, D. Vanadium Compounds in Medicine. Coord. 
Chem. Rev. 2015, 301–302, 24–48. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2014.12.002. 

(8) Zwolak, I. Vanadium Carcinogenic, Immunotoxic and Neurotoxic Effects: A Review of in 
Vitro Studies. Toxicol. Mech. Methods 2014, 24 (1), 1–12. 
https://doi.org/10.3109/15376516.2013.843110. 

(9) Grużewska, K.; Michno, A.; Pawelczyk, T.; Bielarczyk, H. Essentiality and Toxicity of 
Vanadium Supplements in Health and Pathology. J. Physiol. Pharmacol. Off. J. Pol. 
Physiol. Soc. 2014, 65, 603–611. 

(10) Selvaraj, S.; Krishnan, U. M. Vanadium–Flavonoid Complexes: A Promising Class of 
Molecules for Therapeutic Applications. J. Med. Chem. 2021, 64 (17), 12435–12452. 
https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.1c00405. 

(11) Naso, L. G.; Ferrer, E. G.; Williams, P. A. M. Correlation of the Anticancer and Pro-
Oxidant Behavior and the Structure of Flavonoid-Oxidovanadium(IV) Complexes. Coord. 
Chem. Rev. 2023, 492, 215271. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2023.215271. 

(12) Chen, Z.; Zhong, C. Oxidative Stress in Alzheimer’s Disease. Neurosci. Bull. 2014, 30 (2), 
271–281. https://doi.org/10.1007/s12264-013-1423-y. 

(13) García, N.; Zazueta, C.; Aguilera-Aguirre, L. Oxidative Stress and Inflammation in 
Cardiovascular Disease. Oxid. Med. Cell. Longev. 2017, 2017, 5853238. 
https://doi.org/10.1155/2017/5853238. 

(14) Cabello-Verrugio, C.; Simon, F.; Trollet, C.; Santibañez, J. F. Oxidative Stress in Disease 
and Aging: Mechanisms and Therapies 2016. Oxid. Med. Cell. Longev. 2017, 2017, 
4310469. https://doi.org/10.1155/2017/4310469. 

(15) Azmanova, M.; Pitto-Barry, A. Oxidative Stress in Cancer Therapy: Friend or Enemy? 
ChemBioChem 2022, 23 (10), e202100641. https://doi.org/10.1002/cbic.202100641. 

(16) Hanahan, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discov. 2022, 12 (1), 31–46. 
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059. 

(17) Wu, S.; Zhu, W.; Thompson, P.; Hannun, Y. A. Evaluating Intrinsic and Non-Intrinsic 
Cancer Risk Factors. Nat. Commun. 2018, 9 (1), 3490. https://doi.org/10.1038/s41467-
018-05467-z. 

(18) Heng, H. H. Q.; Stevens, J. B.; Bremer, S. W.; Ye, K. J.; Liu, G.; Ye, C. J. The 
Evolutionary Mechanism of Cancer. J. Cell. Biochem. 2010, 109 (6), 1072–1084. 
https://doi.org/10.1002/jcb.22497. 

(19) Qi, L.; Luo, Q.; Zhang, Y.; Jia, F.; Zhao, Y.; Wang, F. Advances in Toxicological Research 
of the Anticancer Drug Cisplatin. Chem. Res. Toxicol. 2019, 32 (8), 1469–1486. 
https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.9b00204. 

(20) Gamelin, L.; Boisdron-Celle, M.; Morel, A.; Gamelin, E. [Oxaliplatin neurotoxicity]. Bull. 
Cancer (Paris) 2006, 93 Suppl 1, S17-22. 



242 
 

(21) Basu, U.; Banik, B.; Wen, R.; Pathak, R. K.; Dhar, S. The Platin-X Series: Activation, 
Targeting, and Delivery. Dalton Trans. Camb. Engl. 2003 2016, 45 (33), 12992–13004. 
https://doi.org/10.1039/c6dt01738j. 

(22) Amarsy, I.; Papot, S.; Gasser, G. Stimuli-Responsive Metal Complexes for Biomedical 
Applications. Angew. Chem. Int. Ed Engl. 2022, 61 (40), e202205900. 
https://doi.org/10.1002/anie.202205900. 

(23) Carver, P. L. Metals in Medicine: The Therapeutic Use of Metal Ions in the Clinic. Met. 
Ions Life Sci. 2019, 19, /books/9783110527872/9783110527872-007/9783110527872-
007.xml. https://doi.org/10.1515/9783110527872-007. 

(24) Que, E. L.; Chang, C. J. Responsive Magnetic Resonance Imaging Contrast Agents as 
Chemical Sensors for Metals in Biology and Medicine. Chem. Soc. Rev. 2010, 39 (1), 51–
60. https://doi.org/10.1039/b914348n. 

(25) Hu, H.; Xu, Q.; Mo, Z.; Hu, X.; He, Q.; Zhang, Z.; Xu, Z. New Anti-Cancer Explorations 
Based on Metal Ions. J. Nanobiotechnology 2022, 20 (1), 457. 
https://doi.org/10.1186/s12951-022-01661-w. 

(26) Riccardi, C.; Piccolo, M. Metal-Based Complexes in Cancer. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24 (8), 
7289. https://doi.org/10.3390/ijms24087289. 

(27) Paprocka, R.; Wiese-Szadkowska, M.; Janciauskiene, S.; Kosmalski, T.; Kulik, M.; 
Helmin-Basa, A. Latest Developments in Metal Complexes as Anticancer Agents. Coord. 
Chem. Rev. 2022, 452, 214307. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2021.214307. 

(28) Lucaciu, R. L.; Hangan, A. C.; Sevastre, B.; Oprean, L. S. Metallo-Drugs in Cancer 
Therapy: Past, Present and Future. Molecules 2022, 27 (19), 6485. 
https://doi.org/10.3390/molecules27196485. 

(29) Kostova, I. Titanium and Vanadium Complexes as Anticancer Agents. Anticancer Agents 
Med. Chem. 2009, 9 (8), 827–842. https://doi.org/10.2174/187152009789124646. 

(30) Nahari, G.; Reytman, L.; Vendier, L.; Tshuva, E. Y.; Lorber, C. Cytotoxic Vanadium 
Complexes of Branched [ONNO]-Type Diamine Bis(Phenolato) Ligands. Eur. J. Inorg. 
Chem. 2017, 2017 (12), 1807–1811. https://doi.org/10.1002/ejic.201601276. 

(31) Vlasiou, M. C.; Pafiti, K. S. Cell Arrest and Apoptosis Induced by the Next Generation of 
Vanadium Based Drugs: Action Mechanism to Structure Relation and Future 
Perspectives. Anticancer Agents Med. Chem. 2021, 21 (16), 2111–2116. 
https://doi.org/10.2174/1871520621666201222143839. 

(32) Crichton, R. R. Biological Inorganic Chemistry: An Introduction, 1st ed.; Elsevier: 
Amsterdam ; Boston, 2008. 

(33) Makinen, M. W.; Salehitazangi, M. The Structural Basis of Action of Vanadyl (VO2+) 
Chelates in Cells. Coord. Chem. Rev. 2014, 279, 1–22. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2014.07.003. 

(34) Leblanc, C.; Vilter, H.; Fournier, J.-B.; Delage, L.; Potin, P.; Rebuffet, E.; Michel, G.; 
Solari, P. L.; Feiters, M. C.; Czjzek, M. Vanadium Haloperoxidases: From the Discovery 
30 Years Ago to X-Ray Crystallographic and V K-Edge Absorption Spectroscopic Studies. 
Coord. Chem. Rev. 2015, 301–302, 134–146. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2015.02.013. 

(35) Eady, R. R. Current Status of Structure Function Relationships of Vanadium Nitrogenase. 
Coord. Chem. Rev. 2003, 237 (1), 23–30. https://doi.org/10.1016/S0010-8545(02)00248-
5. 

(36) Treviño, S.; Díaz, A.; Sánchez-Lara, E.; Sanchez-Gaytan, B. L.; Perez-Aguilar, J. M.; 
González-Vergara, E. Vanadium in Biological Action: Chemical, Pharmacological Aspects, 
and Metabolic Implications in Diabetes Mellitus. Biol. Trace Elem. Res. 2019, 188 (1), 68–
98. https://doi.org/10.1007/s12011-018-1540-6. 

(37) Thompson, K. H.; Orvig, C. Coordination Chemistry of Vanadium in Metallopharmaceutical 
Candidate Compounds. Coord. Chem. Rev. 2001, 219–221, 1033–1053. 
https://doi.org/10.1016/S0010-8545(01)00395-2. 

(38) He, Z.; You, G.; Liu, Q.; Li, N. Alzheimer’s Disease and Diabetes Mellitus in Comparison: 
The Therapeutic Efficacy of the Vanadium Compound. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (21), 
11931. https://doi.org/10.3390/ijms222111931. 

(39) Treviño, S.; Diaz, A. Vanadium and Insulin: Partners in Metabolic Regulation. J. Inorg. 
Biochem. 2020, 208, 111094. https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2020.111094. 

(40) Kowalski, S.; Wyrzykowski, D.; Inkielewicz-Stępniak, I. Molecular and Cellular 
Mechanisms of Cytotoxic Activity of Vanadium Compounds against Cancer Cells. Mol. 
Basel Switz. 2020, 25 (7), 1757. https://doi.org/10.3390/molecules25071757. 



243 
 

(41) Hu, D.; Li, D.; Liu, X.; Zhou, Z.; Tang, J.; Shen, Y. Vanadium-Based Nanomaterials for 
Cancer Diagnosis and Treatment. Biomed. Mater. 2020, 16 (1), 014101. 
https://doi.org/10.1088/1748-605X/abb523. 

(42) Levina, A.; Pires Vieira, A.; Wijetunga, A.; Kaur, R.; Koehn, J. T.; Crans, D. C.; Lay, P. A. 
A Short-Lived but Highly Cytotoxic Vanadium(V) Complex as a Potential Drug Lead for 
Brain Cancer Treatment by Intratumoral Injections. Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59 (37), 
15834–15838. https://doi.org/10.1002/anie.202005458. 

(43) Brenda, C.-T.; Norma, R.-F.; Marcela, R.-L.; Nelly, L.-V.; Teresa, F. Vanadium 
Compounds as Antiparasitic Agents: An Approach to Their Mechanisms of Action. J. 
Trace Elem. Med. Biol. Organ Soc. Miner. Trace Elem. GMS 2023, 78, 127201. 
https://doi.org/10.1016/j.jtemb.2023.127201. 

(44) Gambino, D. Potentiality of Vanadium Compounds as Anti-Parasitic Agents. Coord. 
Chem. Rev. 2011, 255 (19), 2193–2203. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2010.12.028. 

(45) Del Carpio, E.; Hernández, L.; Ciangherotti, C.; Villalobos Coa, V.; Jiménez, L.; Lubes, V.; 
Lubes, G. Vanadium: History, Chemistry, Interactions with α-Amino Acids and Potential 
Therapeutic Applications. Coord. Chem. Rev. 2018, 372, 117–140. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2018.06.002. 

(46) Kioseoglou, E.; Petanidis, S.; Gabriel, C.; Salifoglou, A. The Chemistry and Biology of 
Vanadium Compounds in Cancer Therapeutics. Coord. Chem. Rev. 2015, 301–302, 87–
105. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2015.03.010. 

(47) Rozzo, C.; Sanna, D.; Garribba, E.; Serra, M.; Cantara, A.; Palmieri, G.; Pisano, M. 
Antitumoral Effect of Vanadium Compounds in Malignant Melanoma Cell Lines. J. Inorg. 
Biochem. 2017, 174, 14–24. https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2017.05.010. 

(48) Pisano, M.; Arru, C.; Serra, M.; Galleri, G.; Sanna, D.; Garribba, E.; Palmieri, G.; Rozzo, 
C. Antiproliferative Activity of Vanadium Compounds: Effects on the Major Malignant 
Melanoma Molecular Pathways. Metallomics 2019, 11 (10), 1687–1699. 
https://doi.org/10.1039/c9mt00174c. 

(49) Barrio, D. A.; Etcheverry, S. B. Potential Use of Vanadium Compounds in Therapeutics. 
Curr. Med. Chem. 17 (31), 3632–3642. 

(50) Ghanbari-Movahed, M.; Jackson, G.; Farzaei, M. H.; Bishayee, A. A Systematic Review of 
the Preventive and Therapeutic Effects of Naringin Against Human Malignancies. Front. 
Pharmacol. 2021, 12, 639840. https://doi.org/10.3389/fphar.2021.639840. 

(51) Stabrauskiene, J.; Kopustinskiene, D. M.; Lazauskas, R.; Bernatoniene, J. Naringin and 
Naringenin: Their Mechanisms of Action and the Potential Anticancer Activities. 
Biomedicines 2022, 10 (7), 1686. https://doi.org/10.3390/biomedicines10071686. 

(52) Heidary Moghaddam, R.; Samimi, Z.; Moradi, S. Z.; Little, P. J.; Xu, S.; Farzaei, M. H. 
Naringenin and Naringin in Cardiovascular Disease Prevention: A Preclinical Review. Eur. 
J. Pharmacol. 2020, 887, 173535. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2020.173535. 

(53) Zhang, Z.; Bi, C.; Schmitt, S. M.; Fan, Y.; Dong, L.; Zuo, J.; Dou, Q. P. 1,10-
Phenanthroline Promotes Copper Complexes into Tumor Cells and Induces Apoptosis by 
Inhibiting the Proteasome Activity. JBIC J. Biol. Inorg. Chem. 2012, 17 (8), 1257–1267. 
https://doi.org/10.1007/s00775-012-0940-x. 

(54) Gałczyńska, K.; Drulis-Kawa, Z.; Arabski, M. Antitumor Activity of Pt(II), Ru(III) and Cu(II) 
Complexes. Molecules 2020, 25 (15), 3492. https://doi.org/10.3390/molecules25153492. 

(55) Dhar, S.; Nethaji, M.; Chakravarty, A. R. DNA Cleavage on Photoexposure at the D−d 
Band in Ternary Copper(II) Complexes Using Red-Light Laser. Inorg. Chem. 2006, 45 
(26), 11043–11050. https://doi.org/10.1021/ic060328e. 

(56) Rochford, G.; Molphy, Z.; Kavanagh, K.; McCann, M.; Devereux, M.; Kellett, A.; Howe, O. 
Cu( II ) Phenanthroline–Phenazine Complexes Dysregulate Mitochondrial Function and 
Stimulate Apoptosis. Metallomics 2020, 12 (1), 65–78. 
https://doi.org/10.1039/c9mt00187e. 

(57) O’Leary, T.; McCarron, P.; Devereux, M.; Meaney, S.; Guler, E. M. Potential Interactions 
between Metal-Based Phenanthroline Drugs and the Unfolded Protein Response 
Endoplasmic Reticulum Stress Pathway. Exp. Results 2022, 3, e22. 
https://doi.org/10.1017/exp.2022.20. 

(58) Ray, P. D.; Huang, B.-W.; Tsuji, Y. Reactive Oxygen Species (ROS) Homeostasis and 
Redox Regulation in Cellular Signaling. Cell. Signal. 2012, 24 (5), 981–990. 
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2012.01.008. 



244 
 

(59) Arfin, S.; Jha, N. K.; Jha, S. K.; Kesari, K. K.; Ruokolainen, J.; Roychoudhury, S.; Rathi, 
B.; Kumar, D. Oxidative Stress in Cancer Cell Metabolism. Antioxidants 2021, 10 (5), 642. 
https://doi.org/10.3390/antiox10050642. 

(60) Reuter, S.; Gupta, S. C.; Chaturvedi, M. M.; Aggarwal, B. B. Oxidative Stress, 
Inflammation, and Cancer: How Are They Linked? Free Radic. Biol. Med. 2010, 49 (11), 
1603–1616. https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.09.006. 

(61) Van Loenhout, J.; Peeters, M.; Bogaerts, A.; Smits, E.; Deben, C. Oxidative Stress-
Inducing Anticancer Therapies: Taking a Closer Look at Their Immunomodulating Effects. 
Antioxidants 2020, 9 (12), 1188. https://doi.org/10.3390/antiox9121188. 

(62) Sanna, D.; Ugone, V.; Fadda, A.; Micera, G.; Garribba, E. Behavior of the Potential 
Antitumor VIVO Complexes Formed by Flavonoid Ligands. 3. Antioxidant Properties and 
Radical Production Capability. J. Inorg. Biochem. 2016, 161, 18–26. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2016.04.027. 

(63) Oliver, S.; Vittorio, O.; Cirillo, G.; Boyer, C. Enhancing the Therapeutic Effects of 
Polyphenols with Macromolecules. Polym. Chem. 2016, 7 (8), 1529–1544. 
https://doi.org/10.1039/C5PY01912E. 

(64) Baliyan, S.; Mukherjee, R.; Priyadarshini, A.; Vibhuti, A.; Gupta, A.; Pandey, R. P.; Chang, 
C.-M. Determination of Antioxidants by DPPH Radical Scavenging Activity and 
Quantitative Phytochemical Analysis of Ficus Religiosa. Mol. Basel Switz. 2022, 27 (4), 
1326. https://doi.org/10.3390/molecules27041326. 

(65) Baranowska, I.; Bajkacz, S. A New UHPLC-MS/MS Method for the Determination of 
Flavonoids in Supplements and DPPH-UHPLC-UV Method for the Evaluation of the 
Radical Scavenging Activity of Flavonoids. Food Chem. 2018, 256, 333–341. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.02.138. 

(66) Naso, L. G.; Martínez Medina, J. J.; D’Alessandro, F.; Rey, M.; Rizzi, A.; Piro, O. E.; 
Echeverría, G. A.; Ferrer, E. G.; Williams, P. A. M. Ternary Copper(II) Complex of 5-
Hydroxytryptophan and 1,10-Phenanthroline with Several Pharmacological Properties and 
an Adequate Safety Profile. J. Inorg. Biochem. 2020, 204, 110933. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2019.110933. 

(67) Gulcin, İ.; Alwasel, S. H. DPPH Radical Scavenging Assay. Processes 2023, 11 (8), 2248. 
https://doi.org/10.3390/pr11082248. 

(68) Dureja, A.; Dhiman, K. Free Radical Scavenging Potential and Total Phenolic and 
Flavonoid Content of Ziziphus Mauritiana and Ziziphus Nummularia Fruit Extracts. Int. J. 
Green Pharm. 2012, 6 (3), 187. https://doi.org/10.4103/0973-8258.104929. 

(69) Yamaguchi, T.; Takamura, H.; Matoba, T.; Terao, J. HPLC Method for Evaluation of the 
Free Radical-Scavenging Activity of Foods by Using 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl. Biosci. 
Biotechnol. Biochem. 1998, 62 (6), 1201–1204. https://doi.org/10.1271/bbb.62.1201. 

(70) Ye, H.; Xu, H.; Yu, C.; Dai, Y.; Liu, G.; Xu, W.; Yuan, S. Hydroxylation of Naringin by 
Trichoderma Harzianum to Dramatically Improve Its Antioxidative Activity. Enzyme Microb. 
Technol. 2009, 45 (4), 282–287. https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2009.06.011. 

(71) Procházková, D.; Boušová, I.; Wilhelmová, N. Antioxidant and Prooxidant Properties of 
Flavonoids. Fitoterapia 2011, 82 (4), 513–523. https://doi.org/10.1016/j.fitote.2011.01.018. 

(72) Halliwell, B.; Gutteridge, J. M. C.; Aruoma, O. I. The Deoxyribose Method: A Simple “Test-
Tube” Assay for Determination of Rate Constants for Reactions of Hydroxyl Radicals. 
Anal. Biochem. 1987, 165 (1), 215–219. https://doi.org/10.1016/0003-2697(87)90222-3. 

(73) Martínez Medina, J. J.; Naso, L. G.; Pérez, A. L.; Rizzi, A.; Ferrer, E. G.; Williams, P. A. M. 
Antioxidant and Anticancer Effects and Bioavailability Studies of the Flavonoid Baicalin 
and Its Oxidovanadium(IV) Complex. J. Inorg. Biochem. 2017, 166, 150–161. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2016.11.005. 

(74) Martínez Medina, J. J.; Naso, L. G.; Pérez, A. L.; Rizzi, A.; Okulik, N. B.; Ferrer, E. G.; 
Williams, P. A. M. Apigenin Oxidovanadium(IV) Cation Interactions. Synthesis, Spectral, 
Bovine Serum Albumin Binding, Antioxidant and Anticancer Studies. J. Photochem. 
Photobiol. Chem. 2017, 344, 84–100. https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2017.05.007. 

(75) Islas, M. S.; Naso, L. G.; Lezama, L.; Valcarcel, M.; Salado, C.; Roura-Ferrer, M.; Ferrer, 
E. G.; Williams, P. A. M. Insights into the Mechanisms Underlying the Antitumor Activity of 
an Oxidovanadium(IV) Compound with the Antioxidant Naringenin. Albumin Binding 
Studies. J. Inorg. Biochem. 2015, 149, 12–24. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2015.04.011. 



245 
 

(76) Nishikimi, M.; Appaji Rao, N.; Yagi, K. The Occurrence of Superoxide Anion in the 
Reaction of Reduced Phenazine Methosulfate and Molecular Oxygen. Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 1972, 46 (2), 849–854. https://doi.org/10.1016/S0006-291X(72)80218-3. 

(77) Patel, M. N.; Gandhi, D. S.; Parmar, P. A. Synthesis, Biological Aspects and SOD Mimic 
Activity of Square Pyramidal Copper(II) Complexes with the 3rd Generation Quinolone 
Drug Sparfloxacin and Phenanthroline Derivatives. Inorg. Chem. Commun. 2011, 14 (1), 
128–132. https://doi.org/10.1016/j.inoche.2010.10.003. 

(78) Naso, L.; Ferrer, E. G.; Lezama, L.; Rojo, T.; Etcheverry, S. B.; Williams, P. Role of 
Oxidative Stress in the Antitumoral Action of a New Vanadyl(IV) Complex with the 
Flavonoid Chrysin in Two Osteoblast Cell Lines: Relationship with the Radical Scavenger 
Activity. JBIC J. Biol. Inorg. Chem. 2010, 15 (6), 889–902. https://doi.org/10.1007/s00775-
010-0652-z. 

(79) Niki, E. Free Radical Initiators as Source of Water- or Lipid-Soluble Peroxyl Radicals. 
Methods Enzymol. 1990, 186, 100–108. https://doi.org/10.1016/0076-6879(90)86095-d. 

(80) Campos, A. M.; Sotomayor, C. P.; Pino, E.; Lissi, E. A Pyranine Based Procedure for 
Evaluation of the Total Antioxidant Potential (TRAP) of Polyphenols: A Comparison with 
Closely Related Methodologies. Biol. Res. 2004, 37 (2), 287–292. 
https://doi.org/10.4067/S0716-97602004000200015. 

(81) Zhang, L.; Yadav, S.; John Wang, Y.; Mozziconacci, O.; Schӧneich, C. Dual Effect of 
Histidine on Polysorbate 20 Stability: Mechanistic Studies. Pharm. Res. 2018, 35 (2), 33. 
https://doi.org/10.1007/s11095-017-2321-1. 

(82) Islas, M. S.; Rojo, T.; Lezama, L.; Merino, M. G.; Cortes, M. A.; Puyol, M. R.; Ferrer, E. G.; 
Williams, P. A. M. Improvement of the Antihypertensive Capacity of Candesartan and 
Trityl Candesartan by Their SOD Mimetic Copper(II) Complexes. J. Inorg. Biochem. 2013, 
123, 23–33. https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2013.02.005. 

(83) Glevitzky, I.; Dumitrel, G.-A.; Mirel, G.; Pasca, M. B.; Otřísal, P.; Bungau, S.; Cioca, G.; 
Carmen, P.; Popa, M. Statistical Analysis of the Relationship Between Antioxidant Activity 
and the Structure of Flavonoid Compounds. Rev. Chim. -Buchar.- Orig. Ed.- 2019, 70. 
https://doi.org/10.37358/RC.19.9.7497. 

(84) Zhang, Q.; Yang, W.; Liu, J.; Liu, H.; Lv, Z.; Zhang, C.; Chen, D.; Jiao, Z. Identification of 
Six Flavonoids as Novel Cellular Antioxidants and Their Structure-Activity Relationship. 
Oxid. Med. Cell. Longev. 2020, 2020, 4150897. https://doi.org/10.1155/2020/4150897. 

(85) Weinberg, R. A. How Cancer Arises. Sci. Am. 1996, 275 (3), 62–70. 
(86) Kumar Singh, A.; Kumar, A.; Singh, H.; Sonawane, P.; Pathak, P.; Grishina, M.; Pal 

Yadav, J.; Verma, A.; Kumar, P. Metal Complexes in Cancer Treatment: Journey So Far. 
Chem. Biodivers. 2023, 20 (4), e202300061. https://doi.org/10.1002/cbdv.202300061. 

(87) Desoize, B. Metals and Metal Compounds in Cancer Treatment. Anticancer Res. 2004, 24 
(3a), 1529–1544. 

(88) Ricci, M. S.; Zong, W.-X. Chemotherapeutic Approaches for Targeting Cell Death 
Pathways. The oncologist 2006, 11 (4), 342–357. https://doi.org/10.1634/theoncologist.11-
4-342. 

(89) Tímár, J.; Uhlyarik, A. On-Target Side Effects of Targeted Therapeutics of Cancer. Pathol. 
Oncol. Res. POR 2022, 28, 1610694. https://doi.org/10.3389/pore.2022.1610694. 

(90) Ghoneum, A.; Abdulfattah, A. Y.; Warren, B. O.; Shu, J.; Said, N. Redox Homeostasis and 
Metabolism in Cancer: A Complex Mechanism and Potential Targeted Therapeutics. Int. J. 
Mol. Sci. 2020, 21 (9), 3100. https://doi.org/10.3390/ijms21093100. 

(91) Slika, H.; Mansour, H.; Wehbe, N.; Nasser, S. A.; Iratni, R.; Nasrallah, G.; Shaito, A.; 
Ghaddar, T.; Kobeissy, F.; Eid, A. H. Therapeutic Potential of Flavonoids in Cancer: ROS-
Mediated Mechanisms. Biomed. Pharmacother. Biomedecine Pharmacother. 2022, 146, 
112442. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.112442. 

(92) Crans, D. C.; Yang, L.; Haase, A.; Yang, X. Health Benefits of Vanadium and Its Potential 
as an Anticancer Agent. Met. Ions Life Sci. 2018, 18, 
/books/9783110470734/9783110470734-015/9783110470734-015.xml. 
https://doi.org/10.1515/9783110470734-015. 

(93) Kumar, P.; Nagarajan, A.; Uchil, P. D. Analysis of Cell Viability by the MTT Assay. Cold 
Spring Harb. Protoc. 2018, 2018 (6). https://doi.org/10.1101/pdb.prot095505. 

(94) Naso, L.; Martínez, V. R.; Lezama, L.; Salado, C.; Valcarcel, M.; Ferrer, E. G.; Williams, P. 
A. M. Antioxidant, Anticancer Activities and Mechanistic Studies of the Flavone Glycoside 
Diosmin and Its Oxidovanadium(IV) Complex. Interactions with Bovine Serum Albumin. 
Bioorg. Med. Chem. 2016, 24 (18), 4108–4119. https://doi.org/10.1016/j.bmc.2016.06.053. 



246 
 

(95) Etcheverry, S. B.; Ferrer, E. G.; Naso, L.; Rivadeneira, J.; Salinas, V.; Williams, P. A. M. 
Antioxidant Effects of the VO(IV) Hesperidin Complex and Its Role in Cancer 
Chemoprevention. JBIC J. Biol. Inorg. Chem. 2008, 13 (3), 435–447. 
https://doi.org/10.1007/s00775-007-0332-9. 

(96) Actis Dato, A.; Naso, L. G.; Rey, M.; Gonzalez, P. J.; Ferrer, E. G.; Williams, P. A. M. 
Phenanthroline Complexation Enhances the Cytotoxic Activity of the VO-Chrysin System. 
Inorganics 2021, 10 (1), 4. https://doi.org/10.3390/inorganics10010004. 

(97) D’Arcy, M. S. Cell Death: A Review of the Major Forms of Apoptosis, Necrosis and 
Autophagy. Cell Biol. Int. 2019, 43 (6), 582–592. https://doi.org/10.1002/cbin.11137. 

(98) Galluzzi, L.; Vitale, I.; Aaronson, S. A.; Abrams, J. M.; Adam, D.; Agostinis, P.; Alnemri, E. 
S.; Altucci, L.; Amelio, I.; Andrews, D. W.; Annicchiarico-Petruzzelli, M.; Antonov, A. V.; 
Arama, E.; Baehrecke, E. H.; Barlev, N. A.; Bazan, N. G.; Bernassola, F.; Bertrand, M. J. 
M.; Bianchi, K.; Blagosklonny, M. V.; Blomgren, K.; Borner, C.; Boya, P.; Brenner, C.; 
Campanella, M.; Candi, E.; Carmona-Gutierrez, D.; Cecconi, F.; Chan, F. K.-M.; Chandel, 
N. S.; Cheng, E. H.; Chipuk, J. E.; Cidlowski, J. A.; Ciechanover, A.; Cohen, G. M.; 
Conrad, M.; Cubillos-Ruiz, J. R.; Czabotar, P. E.; D’Angiolella, V.; Dawson, T. M.; 
Dawson, V. L.; De Laurenzi, V.; De Maria, R.; Debatin, K.-M.; DeBerardinis, R. J.; 
Deshmukh, M.; Di Daniele, N.; Di Virgilio, F.; Dixit, V. M.; Dixon, S. J.; Duckett, C. S.; 
Dynlacht, B. D.; El-Deiry, W. S.; Elrod, J. W.; Fimia, G. M.; Fulda, S.; García-Sáez, A. J.; 
Garg, A. D.; Garrido, C.; Gavathiotis, E.; Golstein, P.; Gottlieb, E.; Green, D. R.; Greene, 
L. A.; Gronemeyer, H.; Gross, A.; Hajnoczky, G.; Hardwick, J. M.; Harris, I. S.; 
Hengartner, M. O.; Hetz, C.; Ichijo, H.; Jäättelä, M.; Joseph, B.; Jost, P. J.; Juin, P. P.; 
Kaiser, W. J.; Karin, M.; Kaufmann, T.; Kepp, O.; Kimchi, A.; Kitsis, R. N.; Klionsky, D. J.; 
Knight, R. A.; Kumar, S.; Lee, S. W.; Lemasters, J. J.; Levine, B.; Linkermann, A.; Lipton, 
S. A.; Lockshin, R. A.; López-Otín, C.; Lowe, S. W.; Luedde, T.; Lugli, E.; MacFarlane, M.; 
Madeo, F.; Malewicz, M.; Malorni, W.; Manic, G.; Marine, J.-C.; Martin, S. J.; Martinou, J.-
C.; Medema, J. P.; Mehlen, P.; Meier, P.; Melino, S.; Miao, E. A.; Molkentin, J. D.; Moll, U. 
M.; Muñoz-Pinedo, C.; Nagata, S.; Nuñez, G.; Oberst, A.; Oren, M.; Overholtzer, M.; 
Pagano, M.; Panaretakis, T.; Pasparakis, M.; Penninger, J. M.; Pereira, D. M.; Pervaiz, S.; 
Peter, M. E.; Piacentini, M.; Pinton, P.; Prehn, J. H. M.; Puthalakath, H.; Rabinovich, G. A.; 
Rehm, M.; Rizzuto, R.; Rodrigues, C. M. P.; Rubinsztein, D. C.; Rudel, T.; Ryan, K. M.; 
Sayan, E.; Scorrano, L.; Shao, F.; Shi, Y.; Silke, J.; Simon, H.-U.; Sistigu, A.; Stockwell, B. 
R.; Strasser, A.; Szabadkai, G.; Tait, S. W. G.; Tang, D.; Tavernarakis, N.; Thorburn, A.; 
Tsujimoto, Y.; Turk, B.; Vanden Berghe, T.; Vandenabeele, P.; Vander Heiden, M. G.; 
Villunger, A.; Virgin, H. W.; Vousden, K. H.; Vucic, D.; Wagner, E. F.; Walczak, H.; 
Wallach, D.; Wang, Y.; Wells, J. A.; Wood, W.; Yuan, J.; Zakeri, Z.; Zhivotovsky, B.; 
Zitvogel, L.; Melino, G.; Kroemer, G. Molecular Mechanisms of Cell Death: 
Recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death Differ. 
2018, 25 (3), 486–541. https://doi.org/10.1038/s41418-017-0012-4. 

(99) Galluzzi, L.; Maiuri, M. C.; Vitale, I.; Zischka, H.; Castedo, M.; Zitvogel, L.; Kroemer, G. 
Cell Death Modalities: Classification and Pathophysiological Implications. Cell Death 
Differ. 2007, 14 (7), 1237–1243. https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4402148. 

(100) Singh, N.; Bose, K. Apoptosis: Pathways, Molecules and Beyond. In Proteases in 
Apoptosis: Pathways, Protocols and Translational Advances; Bose, K., Ed.; Springer 
International Publishing: Cham, 2015; pp 1–30. https://doi.org/10.1007/978-3-319-19497-
4_1. 

(101) Levine, B.; Yuan, J. Autophagy in Cell Death: An Innocent Convict? J. Clin. Invest. 2005, 
115 (10), 2679–2688. https://doi.org/10.1172/JCI26390. 

(102) Maciel-Herrerías, M.; Cabrera-Benítez, S.; Maciel-Herrerías, M.; Cabrera-Benítez, S. El 
papel de la autofagia en enfermedades pulmonares. Neumol. Cir. Tórax 2016, 75 (3), 
227–236. 

(103) Shibutani, S. T.; Yoshimori, T. Autophagosome Formation in Response to Intracellular 
Bacterial Invasion. Cell. Microbiol. 2014, 16 (11), 1619–1626. 
https://doi.org/10.1111/cmi.12357. 

(104) Escobar, Ma. L.; Echeverría, O. M.; Vázquez-Nin, G. H. Necrosis as Programmed Cell 
Death. In Cell Death - Autophagy, Apoptosis and Necrosis; Ntuli, T. M., Ed.; InTech, 2015. 
https://doi.org/10.5772/61483. 

(105) Atale, N.; Gupta, S.; Yadav, U. c. s.; Rani, V. Cell-death assessment by fluorescent and 
nonfluorescent cytosolic and nuclear staining techniques. J. Microsc. 2014, 255 (1), 7–19. 
https://doi.org/10.1111/jmi.12133. 



247 
 

(106) Javaeed, A.; Qamar, S.; Ali, S.; Mustafa, M. A. T.; Nusrat, A.; Ghauri, S. K. Histological 
Stains in the Past, Present, and Future. Cureus 13 (10), e18486. 
https://doi.org/10.7759/cureus.18486. 

(107) Feoktistova, M.; Geserick, P.; Leverkus, M. Crystal Violet Assay for Determining Viability 
of Cultured Cells. Cold Spring Harb. Protoc. 2016, 2016 (4), pdb.prot087379. 
https://doi.org/10.1101/pdb.prot087379. 

(108) Aslantürk, Ö. S. In Vitro Cytotoxicity and Cell Viability Assays: Principles, Advantages, and 
Disadvantages. In Genotoxicity - A Predictable Risk to Our Actual World; IntechOpen, 
2017. https://doi.org/10.5772/intechopen.71923. 

(109) Wakelin, L. P. G.; Adams, A.; Hunter, C.; Waring, M. J. Interaction of Crystal Violet with 
Nucleic Acids. Biochemistry 1981, 20 (20), 5779–5787. 
https://doi.org/10.1021/bi00523a021. 

(110) Krause, R. G. E.; Goldring, J. P. D. Crystal Violet Stains Proteins in SDS-PAGE Gels and 
Zymograms. Anal. Biochem. 2019, 566, 107–115. 
https://doi.org/10.1016/j.ab.2018.11.015. 

(111) Ren, Z.-X.; Yu, H.-B.; Li, J.-S.; Shen, J.-L.; Du, W.-S. Suitable Parameter Choice on 
Quantitative Morphology of A549 Cell in Epithelial-Mesenchymal Transition. Biosci. Rep. 
2015, 35 (3), e00202. https://doi.org/10.1042/BSR20150070. 

(112) Trachootham, D.; Alexandre, J.; Huang, P. Targeting Cancer Cells by ROS-Mediated 
Mechanisms: A Radical Therapeutic Approach? Nat. Rev. Drug Discov. 2009, 8 (7), 579–
591. https://doi.org/10.1038/nrd2803. 

(113) McLennan, H. R.; Esposti, M. D. The Contribution of Mitochondrial Respiratory Complexes 
to the Production of Reactive Oxygen Species. J. Bioenerg. Biomembr. 2000, 32 (2), 153–
162. https://doi.org/10.1023/A:1005507913372. 

(114) Xiong, Z.; Xing, C.; Xu, T.; Yang, Y.; Liu, G.; Hu, G.; Cao, H.; Zhang, C.; Guo, X.; Yang, F. 
Vanadium Induces Oxidative Stress and Mitochondrial Quality Control Disorder in the 
Heart of Ducks. Front. Vet. Sci. 2021, 8, 756534. 
https://doi.org/10.3389/fvets.2021.756534. 

(115) Zhao, Y.; Ye, L.; Liu, H.; Xia, Q.; Zhang, Y.; Yang, X.; Wang, K. Vanadium Compounds 
Induced Mitochondria Permeability Transition Pore (PTP) Opening Related to Oxidative 
Stress. J. Inorg. Biochem. 2010, 104 (4), 371–378. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2009.11.007. 

(116) Hadjiadamou, I.; Vlasiou, M.; Spanou, S.; Simos, Y.; Papanastasiou, G.; Kontargiris, E.; 
Dhima, I.; Ragos, V.; Karkabounas, S.; Drouza, C.; Keramidas, A. D. Synthesis of Vitamin 
E and Aliphatic Lipid Vanadium(IV) and (V) Complexes, and Their Cytotoxic Properties. J. 
Inorg. Biochem. 2020, 208, 111074. https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2020.111074. 

(117) Aureliano, M.; De Sousa-Coelho, A. L.; Dolan, C. C.; Roess, D. A.; Crans, D. C. Biological 
Consequences of Vanadium Effects on Formation of Reactive Oxygen Species and Lipid 
Peroxidation. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24 (6), 5382. https://doi.org/10.3390/ijms24065382. 

(118) Kennedy, L.; Sandhu, J. K.; Harper, M.-E.; Cuperlovic-Culf, M. Role of Glutathione in 
Cancer: From Mechanisms to Therapies. Biomolecules 2020, 10 (10), 1429. 
https://doi.org/10.3390/biom10101429. 

(119) Lv, H.; Zhen, C.; Liu, J.; Yang, P.; Hu, L.; Shang, P. Unraveling the Potential Role of 
Glutathione in Multiple Forms of Cell Death in Cancer Therapy. Oxid. Med. Cell. Longev. 
2019, 2019, e3150145. https://doi.org/10.1155/2019/3150145. 

(120) Hissin, P. J.; Hilf, R. A Fluorometric Method for Determination of Oxidized and Reduced 
Glutathione in Tissues. Anal. Biochem. 1976, 74 (1), 214–226. 
https://doi.org/10.1016/0003-2697(76)90326-2. 

(121) Francioso, A.; Fanelli, S.; Cavallaro, R. A.; Fontana, M.; Mattioli, R.; D’Erme, M.; Mosca, 
L. Fluorometric Optimized Determination of Total Glutathione in Erythrocytes. Separations 
2021, 8 (6), 83. https://doi.org/10.3390/separations8060083. 

(122) Baranov, S. V.; Jauhari, A.; Carlisle, D. L.; Friedlander, R. M. Two Hit Mitochondrial-
Driven Model of Synapse Loss in Neurodegeneration. Neurobiol. Dis. 2021, 158, 105451. 
https://doi.org/10.1016/j.nbd.2021.105451. 

(123) Chang, H.-Y.; Huang, H.-C.; Huang, T.-C.; Yang, P.-C.; Wang, Y.-C.; Juan, H.-F. Flow 
Cytometric Detection of Mitochondrial Membrane Potential. BIO-Protoc. 2013, 3 (8). 
https://doi.org/10.21769/BioProtoc.430. 

(124) Rehfeldt, S. C. H.; Laufer, S.; Goettert, M. I. A Highly Selective In Vitro JNK3 Inhibitor, 
FMU200, Restores Mitochondrial Membrane Potential and Reduces Oxidative Stress and 



248 
 

Apoptosis in SH-SY5Y Cells. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22 (7), 3701. 
https://doi.org/10.3390/ijms22073701. 

(125) Puckett, C. A.; Ernst, R. J.; Barton, J. K. Exploring the Cellular Accumulation of Metal 
Complexes. Dalton Trans. 2010, 39 (5), 1159–1170. https://doi.org/10.1039/B922209J. 

(126) Billowria, K.; Ali, R.; Rangra, N. K.; Kumar, R.; Chawla, P. A. Bioactive Flavonoids: A 
Comprehensive Review on Pharmacokinetics and Analytical Aspects. Crit. Rev. Anal. 
Chem. 2022, 0 (0), 1–15. https://doi.org/10.1080/10408347.2022.2105641. 

(127) Arts, M. J. T. J.; Haenen, G. R. M. M.; Wilms, L. C.; Beetstra, S. A. J. N.; Heijnen, C. G. 
M.; Voss, H.-P.; Bast, A. Interactions between Flavonoids and Proteins:  Effect on the 
Total Antioxidant Capacity. J. Agric. Food Chem. 2002, 50 (5), 1184–1187. 
https://doi.org/10.1021/jf010855a. 

(128) Pessoa, J. C.; Santos, M. F. A.; Correia, I.; Sanna, D.; Sciortino, G.; Garribba, E. Binding 
of Vanadium Ions and Complexes to Proteins and Enzymes in Aqueous Solution. Coord. 
Chem. Rev. 2021, 449, 214192. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2021.214192. 

(129) Papadopoulou, A.; Green, R. J.; Frazier, R. A. Interaction of Flavonoids with Bovine 
Serum Albumin:  A Fluorescence Quenching Study. J. Agric. Food Chem. 2005, 53 (1), 
158–163. https://doi.org/10.1021/jf048693g. 

(130) He, X. M.; Carter, D. C. Atomic Structure and Chemistry of Human Serum Albumin. 
Nature 1992, 358 (6383), 209–215. https://doi.org/10.1038/358209a0. 

(131) Macii, F.; Biver, T. Spectrofluorimetric Analysis of the Binding of a Target Molecule to 
Serum Albumin: Tricky Aspects and Tips. J. Inorg. Biochem. 2021, 216, 111305. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2020.111305. 

(132) Moriyama, Y.; Ohta, D.; Hachiya, K.; Mitsui, Y.; Takeda, K. Fluorescence Behavior of 
Tryptophan Residues of Bovine and Human Serum Albumins in Ionic Surfactant Solutions: 
A Comparative Study of the Two and One Tryptophan(s) of Bovine and Human Albumins. 
J. Protein Chem. 1996, 15 (3), 265–272. https://doi.org/10.1007/BF01887115. 

(133) Alhazmi, H. A. FT-IR Spectroscopy for the Identification of Binding Sites and 
Measurements of the Binding Interactions of Important Metal Ions with Bovine Serum 
Albumin. Sci. Pharm. 2019, 87 (1), 5. https://doi.org/10.3390/scipharm87010005. 

(134) Maltas, E. Binding Interactions of Niclosamide with Serum Proteins. J. Food Drug Anal. 
2014, 22 (4), 549–555. https://doi.org/10.1016/j.jfda.2014.03.004. 

(135) Stern, O.; Volmer, M. Uder Die Abklingzeit Der Fluoreszenz. Phys Z 1919, 20, 183–188. 
(136) Principles of Fluorescence Spectroscopy; Lakowicz, J. R., Ed.; Springer US: Boston, MA, 

2006. https://doi.org/10.1007/978-0-387-46312-4. 
(137) Jayabharathi, J.; Thanikachalam, V.; Sathishkumar, R.; Jayamoorthy, K. Fluorescence 

Investigation of the Interaction of 2-(4-Fluorophenyl)-1-Phenyl-1H-Phenanthro [9,10-d] 
Imidazole with Bovine Serum Albumin. J. Photochem. Photobiol. B 2012, 117, 222–227. 
https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2012.10.005. 

(138) Ross, P. D.; Subramanian, S. Thermodynamics of Protein Association Reactions: Forces 
Contributing to Stability. Biochemistry 1981, 20 (11), 3096–3102. 
https://doi.org/10.1021/bi00514a017. 

(139) Martini, N.; Parente, J. E.; Toledo, M. E.; Escudero, G. E.; Laino, C. H.; Martínez Medina, 
J. J.; Echeverría, G. A.; Piro, O. E.; Lezama, L.; Williams, P. A. M.; Ferrer, E. G. Evidence 
of Promising Biological-Pharmacological Activities of the Sertraline-Based Copper 
Complex: (SerH2)2[CuCl4]. J. Inorg. Biochem. 2017, 174, 76–89. 
https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2017.05.012. 

(140) Excited States of Proteins and Nucleic Acids; Steiner, R. F., Weinryb, I., Eds.; Springer 
US: Boston, MA, 1971. https://doi.org/10.1007/978-1-4684-1878-1. 

(141) Peng, S.-H.; Lv, B.-B.; Ali, A.; Wang, J.-M.; Ying, X.; Wang, H.; Liu, J.-B.; Ji, L.-N.; Liu, H.-
Y. The Magnetic Properties, DNA/HSA Binding and Nuclease Activity of Manganese N-
Confused Porphyrin. J. Porphyr. Phthalocyanines 2016, 20 (05), 624–638. 
https://doi.org/10.1142/S1088424616500449. 

(142) Tajmir-Riahi, H. A.; Agudelo, D.; Bourassa, P. Nutrition, Diet, the Eye, and Vision. In 
Handbook of Nutrition, Diet and the Eye; Elsevier, 2014; pp 577–586. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-401717-7.00059-9. 

(143) Matarazzo, A.; Hudson, R. H. E. Fluorescent Adenosine Analogs: A Comprehensive 
Survey. Tetrahedron 2015, 71 (11), 1627–1657. https://doi.org/10.1016/j.tet.2014.12.066. 

(144) Hilaire, M. R.; Ahmed, I. A.; Lin, C.-W.; Jo, H.; DeGrado, W. F.; Gai, F. Blue Fluorescent 
Amino Acid for Biological Spectroscopy and Microscopy. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 
2017, 114 (23), 6005–6009. https://doi.org/10.1073/pnas.1705586114. 



249 
 

(145) TOPALĂ, T.; BODOKI, A.; OPREAN, L.; OPREAN, R. Bovine Serum Albumin Interactions 
with Metal Complexes. Clujul Med. 2014, 87 (4), 215–219. https://doi.org/10.15386/cjmed-
357. 

(146) Shi, X.; Li, D.; Xie, J.; Wang, S.; Wu, Z.; Chen, H. Spectroscopic Investigation of the 
Interactions between Gold Nanoparticles and Bovine Serum Albumin. Chin. Sci. Bull. 
2012, 57 (10), 1109–1115. https://doi.org/10.1007/s11434-011-4741-3. 

(147) Wang, T.; Xiang, B.; Wang, Y.; Chen, C.; Dong, Y.; Fang, H.; Wang, M. Spectroscopic 
Investigation on the Binding of Bioactive Pyridazinone Derivative to Human Serum 
Albumin and Molecular Modeling. Colloids Surf. B Biointerfaces 2008, 65 (1), 113–119. 
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2008.03.008. 

(148) Hu, Y.-J.; Liu, Y.; Zhao, R.-M.; Qu, S.-S. Interaction of Colchicine with Human Serum 
Albumin Investigated by Spectroscopic Methods. Int. J. Biol. Macromol. 2005, 37 (3), 122–
126. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2005.09.007. 

(149) Shi, X.; Li, X.; Gui, M.; Zhou, H.; Yang, R.; Zhang, H.; Jin, Y. Studies on Interaction 
between Flavonoids and Bovine Serum Albumin by Spectral Methods. J. Lumin. 2010, 
130 (4), 637–644. https://doi.org/10.1016/j.jlumin.2009.11.008. 

(150) Scatchard, G. The Attractions of Proteins for Small Molecules and Ions. Ann. N. Y. Acad. 
Sci. 1949, 51 (4), 660–672. https://doi.org/10.1111/j.1749-6632.1949.tb27297.x. 

(151) Feher, J. 9.1 - General Principles of Endocrinology. In Quantitative Human Physiology 
(Second Edition); Feher, J., Ed.; Academic Press: Boston, 2017; pp 853–869. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800883-6.00084-7. 

(152) Koch-Weser, J.; Sellers, E. M. Binding of Drugs to Serum Albumin (First of Two Parts). N. 
Engl. J. Med. 1976, 294 (6), 311–316. https://doi.org/10.1056/NEJM197602052940605. 

(153) Schmidt, S.; Gonzalez, D.; Derendorf, H. Significance of Protein Binding in 
Pharmacokinetics and Pharmacodynamics. J. Pharm. Sci. 2010, 99 (3), 1107–1122. 
https://doi.org/10.1002/jps.21916. 

(154) Smith, D. A.; Di, L.; Kerns, E. H. The Effect of Plasma Protein Binding on in Vivo Efficacy: 
Misconceptions in Drug Discovery. Nat. Rev. Drug Discov. 2010, 9 (12), 929–939. 
https://doi.org/10.1038/nrd3287. 

(155) Dennis, M. S.; Zhang, M.; Meng, Y. G.; Kadkhodayan, M.; Kirchhofer, D.; Combs, D.; 
Damico, L. A. Albumin Binding as a General Strategy for Improving the Pharmacokinetics 
of Proteins *. J. Biol. Chem. 2002, 277 (38), 35035–35043. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M205854200. 

(156) Du Souich, P.; Verges, J.; Erill, S. Plasma Protein Binding and Pharmacological 
Response: Clin. Pharmacokinet. 1993, 24 (6), 435–440. https://doi.org/10.2165/00003088-
199324060-00001. 

(157) Sathyadevi, P.; Krishnamoorthy, P.; Butorac, R. R.; Cowley, A. H.; Bhuvanesh, N. S. P.; 
Dharmaraj, N. Effect of Substitution and Planarity of the Ligand on DNA/BSA Interaction, 
Free Radical Scavenging and Cytotoxicity of Diamagnetic Ni(II) Complexes: A Systematic 
Investigation. Dalton Trans. Camb. Engl. 2003 2011, 40 (38), 9690–9702. 
https://doi.org/10.1039/c1dt10767d. 

(158) Kandagal, P. B.; Seetharamappa, J.; Ashoka, S.; Shaikh, S. M. T.; Manjunatha, D. H. 
Study of the Interaction between Doxepin Hydrochloride and Bovine Serum Albumin by 
Spectroscopic Techniques. Int. J. Biol. Macromol. 2006, 39 (4–5), 234–239. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2006.03.027. 

 

 

 

 

 

 



250 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo V 
 

Actividad antihipertensiva y efectos 

cardíacos del complejo [Zn(Olme)(H2O)2] 

 

 

 

 

 

 

 

 



251 
 

Tabla de contenidos 

Introducción .................................................................................................... 252 

1. Diseño Racional ................................................................................ 253 

2. Presión arterial .................................................................................. 255 

3. Hipertrofia cardíaca ........................................................................... 257 

4. Fibrosis cardíaca ............................................................................... 261 

5. Estrés oxidativo ................................................................................. 263 

5.1. Determinación de glutatión en tejido animal ...................................... 264 

5.2. Determinación de especies reactivas de oxígeno en tejido animal ... 265 

5.3. Determinación de especies reactivas de ácido barbitúrico (TBARS) en 

tejido animal ................................................................................................ 266 

6. Función cardíaca ............................................................................... 267 

7. Conclusiones parciales ..................................................................... 269 

Referencias bibliográficas ........................................................................... 271 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



252 
 

Capitulo V. Actividad antihipertensiva y efectos cardíacos del 
complejo [Zn(Olme)(H2O)2] 

Introducción 

Es bien sabido que la presión arterial (PA) elevada constituye un alto riesgo 

para la salud, y es reconocido como un factor de riesgo para accidentes 

cerebrovasculares, enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal en 

etapa terminal y mortalidad general que afecta a todas los segmentos de la 

población. Aunque históricamente la PA elevada se ha relacionado con los 

países económicamente desarrollados, la información más novedosa indica un 

impacto generalizado de la hipertensión en todas las regiones y poblaciones 

del mundo 1. Según estadísticas recientes, el número de adultos con 

hipertensión casi se ha duplicado en los últimos 40 años, y el aumento se ha 

producido principalmente en los países de ingresos bajos y medios. La tasa de 

enfermedades cardiovasculares también ha aumentado marcadamente en los 

países latinoamericanos, convirtiéndose en la principal causa de morbilidad y 

mortalidad 2. 

Existen diversos tratamientos farmacológicos para el control de la presión 

arterial, como agentes diuréticos, beta-bloqueantes, antagonistas del calcio, 

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), y bloqueadores 

de los receptores de angiotensina (BRA) 3.  

El objetivo principal en el tratamiento de la hipertensión es reducir o bloquear el 

exceso de actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). Los 

inhibidores del RAAS disponibles en la actualidad han demostrado ser efectivos 

para reducir la presión arterial, sin embargo, no han logrado revertir el daño en 

los órganos producto de la hipertensión. Además, estos inhibidores del RAAS 

presentan algunos efectos adversos, como la hipotensión y la hiperpotasemia 

y, teniendo esto en cuenta, es necesaria la investigación y el desarrollo de 

nuevas terapias seguras y efectivas 4.  

En este contexto, el complejo [Zn(Olme)(H2O)2] (ZnOlme) surge como una 

alternativa prometedora para el tratamiento de la hipertensión. Este complejo, 

el cual se obtuvo a partir del BRA olmesartán y el catión Zn(II), exhibió una 

marcada actividad antihipertensiva y efectos cardíacos positivos sobre un 
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modelo de ratas espontáneamente hipertensas (SHR). En este capítulo, se 

describirán los resultados obtenidos del tratamiento con ZnOlme  en 

comparación a los efectos producidos por olmesartán y Zn por separado en 

relación a la presión arterial, hipertrofia cardíaca, fibrosis cardíaca, estado 

redox y función cardíaca, sobre el modelo SHR.  

1. Diseño Racional  

Como se mencionó en capítulos previos, la complejación de compuestos 

bioactivos con metales de transición de interés biológico supone una estrategia 

interesante para el diseño de nuevos compuestos con potencial farmacológico. 

La estabilidad de estos complejos de coordinación depende de la naturaleza 

del metal y del ligando, de la afinidad entre los átomos donantes y los iones 

metálicos según el concepto ácido-base de Pearson y de la afinidad por los 

electrones del centro metálico. La modificación estructural de los fármacos 

generada por la complejación de iones metálicos puede conducir a la probable 

modificación de sus propiedades biológicas. 

En este sentido, el zinc, un mineral traza esencial y el segundo metal de 

transición más abundante en el ser humano, despliega una variedad de 

funciones fundamentales en el cuerpo humano. Este elemento se encuentra en 

todas las células y tejidos, y está involucrado en la función de más de 300 

enzimas, desempeñando un papel integral en el soporte inmunológico, la 

proliferación celular, la síntesis y reparación del ADN, y el metabolismo de la 

vitamina A, es crucial para la visión y la fortaleza inmunológica, también juega 

un rol fundamental durante el crecimiento, fomentando el desarrollo normal en 

niños y adolescentes, ayudando a la salud ósea y es fundamental en el 

intrincado proceso de la cicatrización de heridas. Asimismo, está presente en 

metalopeptidasas y, por lo tanto, desempeña un papel importante en la función 

cardíaca.5–8.  

Por otra parte, la deficiencia de zinc es peligrosa debido a su papel crucial en 

funciones corporales. Su falta puede acarrear graves riesgos para la salud, 

incluyendo problemas inmunológicos, retrasos en el crecimiento y desarrollo 

infantil, cicatrización lenta de heridas, diarrea, caída del cabello, trastornos de 

la piel, deterioro cognitivo y mayor susceptibilidad a infecciones como 
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neumonía y tuberculosis. Incluso las deficiencias leves tienen impactos 

significativos en la salud, y las causas van desde una dieta deficiente en zinc 

hasta problemas de absorción, pérdidas excesivas por diarrea, o vómitos. Las 

formas graves de esta deficiencia pueden llevar hasta la muerte 9–13. 

Además, el zinc desempeña un papel crucial tanto como constituyente de 

agentes antioxidantes y como antiinflamatorios. Su presencia influye en el 

equilibrio oxidante/antioxidante celular, disminuyendo el estrés oxidativo al 

actuar como antioxidante y molécula de señalización. La deficiencia de zinc 

aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno y puede afectar 

negativamente la respuesta inmune, generando mayor auto-reactividad y 

disminuyendo la eficiencia de la respuesta inmune celular mediada por 

anticuerpos. Además, las proteínas reguladoras de la homeostasis del zinc 

tienen un papel fundamental en la fisiología y la fisiopatología cardíaca. Estas 

proteínas son clave para mantener niveles intracelulares de zinc óptimos, 

esenciales para la función cardíaca normal, y su disfunción se ha asociado con 

diversas enfermedades cardiovasculares, como aterosclerosis, infarto de 

miocardio y lesiones por isquemia/reperfusión. Numerosos estudios en 

animales y humanos han demostrado que la deficiencia de zinc puede estar 

asociada con factores de riesgo de diabetes y enfermedades cardiovasculares 

(ECV), y la administración de zinc podría ser beneficiosa para la prevención y 

el tratamiento de estas enfermedades 14–17. 

Por otro lado, se han reportado complejos de coordinación obtenidos a partir de 

zinc con potencial cardioprotector, a través de la inhibición de prostanoides 

proinflamatorios y regulación positiva de enzimas antioxidantes 18–20. 

De manera similar, en nuestro grupo de investigación se ha comprobado cómo 

la complejación de zinc a compuestos antihipertensivos aumenta la actividad 

farmacológica del compuesto de partida a través de una mejor interacción con 

los sitios de unión al receptor, y la modulación del estado redox celular 21–23.  

Debido a lo planteado anteriormente, la modificación estructural por 

complejación con zinc de un BRA como el olmesartán, podría ser una 

estrategia prometedora para el tratamiento de la hipertensión debido a la 

efectividad y seguridad que han mostrado esta familia de compuestos, también, 



255 
 

la modificación estructural podría conllevar a una mayor interacción con el 

receptor AT1, resultando en una respuesta biológica mejorada, además, la 

inclusión de zinc supone la obtención de mayores beneficios a través de la 

modulación del estado redox. 

2. Presión arterial 

Como fue mencionado, la presión arterial elevada, también conocida como 

hipertensión es a la vez una enfermedad y un factor de riesgo importante para 

otras enfermedades. Los estudios poblacionales muestran una tasa creciente 

de eventos cardiovasculares con un aumento de la presión arterial (a partir de 

presiones arteriales sistólicas ≥115 mmHg). Para definir la hipertensión, los 

lineamientos internacionales para el manejo de la misma han tomado dos 

enfoques, ya sea basando su definición en un umbral para el tratamiento, o 

alternativamente, en la presión arterial por encima de la cual el riesgo de 

eventos se incrementa. Algunos lineamientos internacionales han elegido un 

punto de corte de presión arterial por encima del cual se considera que los 

beneficios del tratamiento, superan las consecuencias negativas del mismo. 

Utilizando este enfoque, el punto de corte que define la hipertensión es de 

140/90 mmHg. Estos lineamientos también enfatizan el rango de gravedad de 

la hipertensión al estratificar la presión arterial por encima del punto de corte 24: 

 Grado 1: 140-159 mmHg sistólica o 90-99 mmHg diastólica. 

 Grado 2: 160-179 mmHg sistólica o 100-109 mmHg diastólica. 

 Grado 3: ≥180 mmHg sistólica o ≥110 mmHg diastólica. 

En varios modelos animales, se ha observado que los valores de presión 

arterial de referencia para ratas normotensas son inferiores a 120 mmHg 25–27.  

El manejo de los animales, y los detalles respecto a su tratamiento con ZnCl2, 

olmesartán y ZnOlme se describieron en el apartado 7.1 del capítulo II. La 

presión arterial sistólica de las ratas se registró utilizando un método no 

invasivo de pletismografía de cola. Este procedimiento consistió en situar una 

banda de presión alrededor de la cola de cada rata, inflarla para ocluir 

temporalmente el flujo sanguíneo y luego liberar la presión de manera gradual. 
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La presión arterial sistólica se determinó observando el retorno del flujo 

sanguíneo en la cola a través de un sensor. Para llevar a cabo esta medición, 

las ratas fueron situadas, con la cola expuesta, en un cepo inmovilizador y 

sobre una manta térmica calentada a 37 °C. Después de 5 minutos de espera, 

para garantizar la tranquilidad de los animales, se dispuso un manguito sobre la 

cola, en contacto con la manta térmica y se infló manualmente. El dispositivo se 

conectó a un software que permitió la visualización de los datos (Physiologic, 

Exxer, Ingeniería electrónica, Argentina). El sistema funciona al ocluir el flujo 

sanguíneo en la cola de forma intermitente a través del manguito, mientras un 

transductor registra la presión arterial 27 (Esquema V-1). 

 

Esquema V-1. Sistema de medición de la presión arterial en ratas de laboratorio. 

La presión arterial sistólica (PAS) se registró semanalmente durante dos 

meses, los resultados mostraron que dicho parámetro disminuyó de manera 

considerable por el tratamiento con olmesartán y ZnOlme. Por otra parte, el 

tratamiento con ZnCl2, no condujo a la disminución de la PAS. El tratamiento 

con ZnOlme durante las dos primeras semanas conllevó a una disminución 

significativa de la PAS con respecto al tratamiento con olmesartán y el grupo 

control. Al final del tratamiento, la presión arterial del grupo tratado con 

olmesartán se redujo en un 35,15 % respecto al grupo control, alcanzando un 

valor promedio de 127,25 ± 1,31 mmHg. Por otra parte, el tratamiento con 

ZnOlme después de 8 semanas condujo a la disminución de la presión arterial 
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en un 44,58 % respecto al grupo control, hasta alcanzar un valor promedio de 

108,75 ± 1,11 mmHg (Figura V-1). 
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Figura V-1. Efectos de ZnCl2 (verde), olmesartán (rojo) y ZnOlme (azul) sobre la presión 

arterial sistólica de ratas espontáneamente hipertensas (SHR). Los datos se expresan como la 

media ± SEM; *: Diferencia estadísticamente significativa entre Olme, ZnOlme y el control 

(*p<0,01); #: diferencias estadísticamente significativas entre Olme y ZnOlme (#p<0,01) 

3. Hipertrofia cardíaca  

La hipertrofia cardíaca se clasifica como fisiológica cuando está asociada con 

una función cardíaca normal o como patológica cuando está relacionada con la 

disfunción cardíaca. La hipertrofia patológica está asociada con factores como 

el estrés hemodinámico prolongado y anormal, debido a la hipertensión, el 

infarto de miocardio, etc 28. Se han mencionado varios cambios fisiopatológicos 

y clínicos para explicar la asociación entre la hipertrofia del ventrículo izquierdo 

(HVI) y un mayor riesgo cardiovascular. Estos incluyen el deterioro de la 

función diastólica y del rendimiento sistólico, al menos durante el ejercicio; 

alteraciones en la actividad del sistema nervioso autónomo cardíaco; reducción 

de la reserva de flujo sanguíneo coronario; y predisposición a las arritmias 

ventriculares. Además, es probable que la HVI sea un indicador sensible de 

cambios estructurales vasculares tanto en arterias grandes como en las 

pequeñas 29. Como ya se mencionó, la activación sostenida de los receptores 

de angiotensina II tipo 1 (AT1R) por la hormona vasoactiva angiotensina II 

aumenta la presión arterial y contribuye a la patogénesis de la hipertensión, por 
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lo que, debido a la sobrecarga de presión, la masa cardíaca se hipertrofia 30. 

Este mecanismo también se ve potenciado por el efecto proliferativo y oxidante 

de la Ang II en los cardiomiocitos 31. 

Con el fin de evaluar los efectos del tratamiento con ZnCl2, olmesartán y 

ZnOlme sobre la hipertrofia cardíaca se realizaron diferentes determinaciones 

de acuerdo con el método de la Sociedad Americana de Ecocardiografía 32. El 

índice de masa del ventrículo izquierdo (IMVI) se determinó al relacionar la 

masa de éste con el peso corporal, y también por ecocardiografía, en este 

caso, la masa del ventrículo izquierdo (MVI) se calculó según Devereaux y 

Reichek 33, luego, el IMVI se calculó como el cociente entre la MVI y la longitud 

de la tibia. Así mismo, empleando ecocardiografía, se determinó el grosor de la 

pared posterior del VI, y el septo interventricular en diástole cómo se describió 

en el apartado 7.1 del capítulo II. Además, se determinó el área transversal de 

los cardiomiocitos por microscopia óptica luego de teñir con hematoxilina 

eosina, como se detalló en el apartado 7.6 del capítulo II. 

Después de ocho semanas de tratamiento, el índice de masa del ventrículo 

izquierdo (IMVI) estimado a partir de la relación de la MVI y el peso corporal, no 

se vio afectado de manera estadísticamente significativa por el tratamiento con 

olmesartán con respecto al control, pues este parámetro solo se redujo en un 

5,92 % hasta alcanzar un valor igual a 2,85 ± 0,11 mg/g.  
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Figura V-2. Hipertrofia cardíaca estimada a partir del índice de masa del ventrículo izquierdo 

(IMVI) (A) como la relación MVI/peso corporal en mg/g. (B) como la relación MVI/longitud tibial 

en mg/cm. Efectos de olmesartán (rojo), ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), control (azul). Los 

valores se expresan como la media ± SEM. (*) Valores estadísticamente diferentes entre 

olmesartán o ZnOlme y control (***p<0.001; ****p<0.0001), (#) valores estadísticamente 

diferentes entre olmesartán o ZnOlme a la misma concentración (##p<0.01). 

Además, el tratamiento con ZnOlme condujo a la disminución del IMVI de 

manera significativa en comparación al grupo control y al grupo tratado con 

olmesartán, la reducción del IMVI respecto al control fue del 18,11 %, y 

respecto al tratamiento con olmesartán fue del 12,95 %, siendo este valor igual 

a 2,48 ± 0,04 mg/g (Figura V-2A). 

Por otro lado, la estimación realizada a partir de ecocardiografía evidenció la 

reducción significativa del IMVI por el tratamiento con olmesartán y ZnOlme 

respecto al control, dicha disminución fue del 10,96 % y 19,81 %, alcanzando 

valores de 372,25 ± 3,97 mg/cm y 338,75 ± 5,26 mg/cm respectivamente. Más 

aun, la diferencia encontrada entre el tratamiento con olmesartán y ZnOlme fue 

estadísticamente significativa (Figura V-2B). A partir de estas determinaciones, 

se puede apreciar como el tratamiento con ZnOlme tiene un mayor efecto 

sobre la reducción del IMVI, respecto al tratamiento con olmesartán y ZnCl2. 
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Figura V-3. Hipertrofia cardíaca estimada como el cambio en el grosor de la pared posterior del 

ventrículo izquierdo (GPP) (A) y el septo interventricular en diástole (SIVd) (B). Efectos de 

olmesartán (rojo), ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), control (azul). Los valores se expresan como 

la media ± SEM. (*) Valores estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme y control 

(*p<0.05), (#) valores estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme a la misma 

concentración (#p<0.05), ($) valores estadísticamente diferentes entre el tiempo inicial y final 

en el tratamiento con ZnOlme. 

Por otra parte, los cambios ocasionados sobre la hipertrofia cardíaca también 

se pudieron estimar por el cambio en el grosor de la pared posterior del 

ventrículo izquierdo (GPP) y el septo interventricular en diástole (SIVd) (Figura 

V-3). 

Se puede apreciar que el tratamiento con ZnOlme condujo a la disminución del 

GPP y el SIVd, lo cual indica una disminución en la hipertrofia cardíaca. Por el 

contrario, el tratamiento con olmesartán y ZnCl2, no condujo a cambios 

favorables. El GPP por el tratamiento con ZnOlme disminuyó en un 16,46 % 

con respecto al grupo control alcanzando un valor medio de 2,007 ± 0,103 mm. 

Por otra parte, el SIVd se redujo en un 39,28 % con respecto al grupo control, 

hasta alcanzar un valor medio de 0,850 ± 0,129 mm (Figura V-3). 

Además de estas determinaciones, la hipertrofia cardíaca también se estimó al 

evaluar el cambio en el área transversal de los cardiomiocitos por microscopía 

óptica (Figura V-4). 
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Figura V-4. Hipertrofia cardíaca estimada como el cambio en el área transversal de 

cardiomiocitos. Efectos de olmesartán (rojo), ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), control (azul). Los 

valores se presentan como la media ± SEM. (*) Valores estadísticamente diferentes entre 

olmesartán o ZnOlme y el control (****p<0.0001), (#) valores estadísticamente diferentes entre 

olmesartán o ZnOlme a la misma concentración (###p>0.001). 

A partir de los resultados se evidenció la disminución del área transversal de 

los cardiomiocitos (ATC) por el tratamiento con olmesartán y ZnOlme, lo cual 

indica el efecto positivo del tratamiento sobre la hipertrofia cardíaca. Este 

parámetro se redujo en un 14,28 % por el tratamiento con olmesartán hasta 

alcanzar un valor medio de 307,60 ± 11,22 μm2, mientras que el tratamiento 

con ZnOlme condujo a una disminución del 44,23 % con respecto al grupo 

control hasta alcanzar un valor medio de 200,10 ± 19,59 μm2. Estos resultados 

indican que la terapia con ZnOlme redujo de manera más efectiva la hipertrofia 

del ventrículo izquierdo en comparación con el olmesartán y el ZnCl2. 

4. Fibrosis cardíaca 

Las enfermedades fibróticas son responsables de más de 800.000 muertes 

anuales a nivel mundial, se presentan mayoritariamente como fibrosis pulmonar 

y cardíaca, y ocasionan el remodelamiento patológico de la matriz extracelular, 

esta condición puede ser producto del envejecimiento, lesiones o 

enfermedades. Como consecuencia de la fibrosis cardíaca, el tejido cicatrizal 

contribuye a la aparición de diversas disfunciones, como la reducción de la 

fracción de eyección y la alteración de la conductancia eléctrica, lo que puede 

conducir a resultados fatales. La función contráctil del miocardio está 
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complejamente regulada por una matriz fibrosa, la cual sufre cambios en 

estados patológicos, los cuales están frecuentemente caracterizados por el 

engrosamiento de elementos estructurales finos debido al aumento de la 

síntesis del colágeno tipo I. Comprender la función de esta matriz fibrosa, y la 

de los diferentes tipos de colágeno presentes en ella, es de suma importancia 

para el manejo de los síndromes coronarios agudos y la mitigación de sus 

consecuencias clínicas a corto y largo plazo en la cardiopatía isquémica 34,35. 

Con el fin de evaluar la fibrosis cardíaca, se determinó el contenido de 

colágeno tipo I y tipo III, los cuales están asociados con la rigidez y la 

elasticidad vascular, respectivamente 36. Dicha determinación se realizó 

mediante microscopía óptica utilizando secciones de 5 μm de grosor del 

ventrículo izquierdo. Se empleó la técnica del rojo de Picrosirius, como se 

detalló en el apartado 7.7 del capítulo II. 
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Figura V-5. Fibrosis cardíaca estimada a partir de la evaluación del contenido de colágeno tipo 

I (A) y colágeno tipo III (B). Efectos de olmesartán (rojo), ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), 

control (azul). Los valores se presentan como la media ± SEM. (*) Valores estadísticamente 

diferentes entre olmesartán o ZnOlme y el control (***p<0.001), (#) valores estadísticamente 

diferentes entre olmesartán o ZnOlme a la misma concentración (#p<0.05). 

Los resultados permitieron observar que el tratamiento con ZnOlme mejora de 

manera notable la fibrosis cardíaca. El colágeno tipo I, responsable de conferir 

rigidez al tejido cardíaco, se vio disminuido de manera significativa por el 
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tratamiento con ZnOlme, en comparación al grupo tratado con olmesartán y el 

grupo control. En este caso, la reducción fue del 14,53 % respecto al control 

hasta alcanzar un valor medio de 59,12 ± 1,12 %, mientras que la reducción 

ocasionada en el colágeno tipo I por el tratamiento con olmesartán fue 

únicamente del 6,90 % y no fue estadísticamente significativa (Figura V-5A). De 

manera similar, el tratamiento con ZnOlme ocasionó el aumento del colágeno 

tipo III en el tejido cardíaco, en este caso, se pudo notar un aumento 

estadísticamente significativo del 11,65 % respecto al grupo control, 

alcanzando un valor final de 40,88 ± 1,12 %. El tratamiento con olmesartán 

condujo a un aumento no significativo del colágeno tipo III igual a un 4,08 % 

(Figura V-5B). Por lo tanto, se puede observar que el tratamiento con ZnOlme 

indujo con éxito una reducción significativa de la fibrosis cardíaca con respecto 

al tratamiento con olmesartán. A continuación se pueden observar imágenes 

representativas de la tinción con rojo de Picrosirius, tomadas del espacio 

intersticial del tejido miocárdico, en donde los tonos amarillo-rojo brillante 

representan las fibras de colágeno tipo I y los tonos verdes muestran el 

colágeno tipo III (Figura V-6). 

    

A B C D 

Figura V-6. Imágenes representativas del tejido cardíaco teñido con rojo de picrosirius para la 

determinacion de colageno tipo I y III. Efectos de control (A), olmesartán (B), ZnOlme (C) y 

ZnCl2 (D). 

5. Estrés oxidativo 

Como ya fue mencionado, la hipertensión se considera el factor de riesgo más 

común de enfermedades cardiovasculares y también se considera una de las 

principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo. Los 

mecanismos que subyacen al proceso patológico de la hipertensión no están 

completamente explicados. Sin embargo, cada vez hay más pruebas de que el 
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aumento del estrés oxidativo desempeña un papel importante en la 

fisiopatología de la hipertensión 37. 

Las EROs vasculares producidas de manera controlada se consideran 

mediadores fisiológicos importantes, que funcionan como moléculas de 

señalización para mantener la integridad vascular regulando la función 

endotelial y la contracción-relajación vascular. Sin embargo, el estrés oxidativo 

puede estar implicado en la aparición de disfunción endotelial y lesión vascular 

relacionada 38. Una característica inicial es la disfunción endotelial con un 

equilibrio NO/EROs alterado, lo que favorece un aumento de la 

vasoconstricción, la oxidación, la inflamación, la trombosis y la proliferación en 

la pared del vaso 39. La actividad de las EROs podría desencadenar cascadas 

fisiopatológicas que conducen a inflamación, migración de monocitos, 

peroxidación lipídica y aumento de la deposición de matriz extracelular en la 

pared vascular, entre otros eventos 38.  

Con el fin de estimar el estado redox en el tejido cardíaco, se tomaron 

fracciones del ventrículo izquierdo para determinar especies reactivas del 

oxígeno, glutatión reducido y sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) como se detalló en los apartados desde el 7.2 al 7.5 del capítulo II.  

5.1. Determinación de glutatión en tejido animal 

Los resultados obtenidos permitieron apreciar cómo el tratamiento con ZnOlme 

causó un aumento considerable en los niveles del sistema antioxidante 

glutatión en el tejido cardíaco. Los niveles de GSH aumentaron por el 

tratamiento con ZnOlme en un 81,93 % con respecto al control, y un 48,22 % 

con respecto al grupo tratado con olmesartán, hasta alcanzar un valor medio de 

0,450 ± 0,054 μg GSH/mg proteína, el tratamiento con ZnCl2 no produjo 

cambios notables. Por lo tanto, el tratamiento con ZnOlme aumentó la 

capacidad antioxidante en el tejido ventricular, previniendo el estrés oxidativo 

en el corazón (Figura V-7). 
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Figura V-7. Contenido de glutatión en tejido cardíaco de ratas SHR tratadas durante 8 

semanas. Efectos de olmesartán (rojo), ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), control (azul). Los 

valores se expresan como la media ± SEM. (*) Valores estadísticamente diferentes entre 

olmesartán o ZnOlme y el control (***p<0.001), (#) valores estadísticamente diferentes entre 

olmesartán o ZnOlme a la misma concentración (#p<0.05). 

5.2. Determinación de especies reactivas de oxígeno en tejido 
animal 

Los resultados permitieron apreciar cómo el tratamiento con olmesartán y 

ZnOlme redujeron la generación de especies reactivas de oxígeno respecto al 

grupo control, o al tratado con ZnCl2. Más aún, la producción de EROs por el 

tratamiento con ZnOlme fue significativamente menor en comparación al 

tratamiento con olmesartán. La generación de EROs por el tratamiento con 

olmesartán se redujo en un 29,98 % respecto al grupo control, mientras que el 

tratamiento con ZnOlme ocasionó la reducción de este parámetro en un 84,60 

% (Figura V-8).  
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Figura V-8. Producción de especies reactivas de oxígeno en tejido cardíaco de ratas SHR 

tratadas durante 8 semanas. Efectos de olmesartán (rojo), ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), 

control (azul). Los valores se expresan como la media ± SEM. (*) Valores estadísticamente 

diferentes entre olmesartán o ZnOlme y el control (*p<0.05; ****p<0.0001), (#) valores 

estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme a la misma concentración 

(###p>0.001). 

5.3. Determinación de especies reactivas de ácido barbitúrico 
(TBARS) en tejido animal 

El daño oxidativo sobre el tejido cardíaco se estimó a partir de la determinación 

de peróxidos lipídicos como especies reactivas del ácido tiobarbitúrico. En 

concordancia con los resultados presentados previamente, el tratamiento con 

ZnOlme redujo la peroxidación lipídica de manera considerable en comparación 

al grupo control y al tratado con olmesartán. Los niveles de malondialdehído 

(MDA) se redujeron por el tratamiento con ZnOlme un 42,46 % con respecto al 

grupo control, y un 30,78 % con respecto al grupo tratado con olmesartán, 

hasta alcanzar un valor medio de 3,74 ± 0,13 nmol MDA/mg proteína (Figura V-

9). 
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Figura V-9. Peroxidación lipídica en tejido cardíaco de ratas SHR tratadas durante 8 semanas. 

Medido como especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS). Efectos de olmesartán (rojo), 

ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), control (azul). Los valores se expresan como la media ± SEM. 

(*) Valores estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme y el control (*p<0.05), (#) 

valores estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme a la misma concentración 

(#p<0.05). 

6. Función cardíaca  

La función cardíaca es la capacidad del corazón para satisfacer las demandas 

metabólicas del cuerpo. La entrega de sangre oxigenada y la eliminación de 

desechos celulares son fundamentales para la vida. La función cardíaca se ve 

afectada por el volumen de llenado (precarga), la resistencia vascular 

(poscarga) y la contractilidad miocárdica. La precarga es el volumen de sangre 

que entra en las cavidades del corazón. La poscarga es la fuerza contra la cual 

el corazón debe contraerse para mover la sangre hacia el torrente sanguíneo. 

La poscarga está regulada por el tono muscular en los vasos sanguíneos y su 

capacidad para distenderse para acomodar el flujo sanguíneo 40. 

Las diversas modalidades de ecocardiografía hacen de ella una herramienta 

versátil para identificar anomalías cardíacas estructurales y funcionales. Por 

ejemplo, el modo M proporciona una evaluación precisa de las dimensiones de 

la cámara y la pared, mientras que la imagen bidimensional (2D) ayuda en la 

evaluación del volumen 41. Las evaluaciones más comunes y rápidas realizadas 

mediante ecocardiografía, ya sea en entornos intraoperatorios o de cuidados 
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intensivos, son el tamaño de la cámara del ventrículo izquierdo y su función 

contráctil o sistólica 42. 

Para medir la función cardíaca se determinó el delta del porcentaje de 

acortamiento fraccional (%Δ). La fracción de acortamiento se calculó como 

([(DVId-DVIs)*100]/DVId) (DVId: diámetro diastólico del ventrículo izquierdo; 

DVIs: diámetro sistólico del ventrículo izquierdo), como se mencionó en el 

apartado 7.1 del capítulo II. 

Al comparar la diferencia entre los valores finales y basales del acortamiento 

fraccional, se observó un aumento significativo como resultado del tratamiento 

con ZnOlme, lo cual se encuentra en concordancia con la reducción del índice 

de masa del ventrículo izquierdo (IMVI). El grupo control y los tratados con 

olmesartán y zinc mostraron, antes y después del tratamiento, una diferencia 

negativa en este parámetro, donde se pudo observar un cambio muy ligero, 

pero no significativo, en el caso del olmesartán. Por lo tanto, ZnOlme mejoró la 

función contráctil cardíaca en las ratas SHR (Figura V-10) 
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Figura V-10. Función cardíaca evaluada mediante la fracción de acortamiento determinada al 

inicio y después de 8 semanas de tratamiento (valores delta). Efectos de olmesartán (rojo), 

ZnOlme (verde), ZnCl2 (violeta), control (azul). Los valores se expresan como la media ± SEM. 

(*) Valores estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme y control (*p<0.05), (#) 

valores estadísticamente diferentes entre olmesartán o ZnOlme a la misma concentración 

(#p<0.05), ($) valores estadísticamente diferentes entre el tiempo inicial y final en el tratamiento 

con ZnOlme. 
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7. Conclusiones parciales 

A partir de los estudios in vivo y ex vivo realizados sobre ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR) o sus tejidos, pudo determinarse cómo el 

tratamiento con el complejo de coordinación [Zn(Olme)(H2O)2] (ZnOlme), 

ocasionó notables efectos antihipertensivos y cardíacos en comparación al 

ligando libre (olmesartán) y a ZnCl2.  

Los resultados permitieron evidenciar como el tratamiento con ZnOlme condujo 

a la pronta disminución de la PAS, encontrándose diferencias estadísticamente 

significativas durante las dos primeras semanas de tratamiento, con respecto al 

grupo control, y al grupo tratado con olmesartán. Si bien, el compuesto 

olmesartán también indujo la reducción de la PAS, el tratamiento con ZnOlme 

fue más efectivo. 

Como se ha reportado, olmesartán se une a tres residuos del receptor: 

Tyr351.39, Trp842.60 y Arg167ECL2, como puede observarse en la figura I-12 

de la sección 7.2.1 del capítulo I. Mientras que Arg167ECL2 interactúa con 

olmesartán a través de enlaces de hidrógeno y puentes salinos a través de los 

grupos carboxilato y tetrazol, Tyr351.39 y Trp842.60 interactúan con el grupo 

tetrazol mediante enlaces de hidrógeno e interacciones π-π. Olmesartán se 

une al Zn a través de los mismos grupos (carboxilato y tetrazol) generando el 

cambio conformacional de estructura propuesto como hipótesis de este estudio. 

La estructura rígida adoptada por el ligando en el complejo metálico podría 

permitir una mejor interacción con el receptor mediante interacciones π-

stacking, similar a lo encontrado en los casos de los complejos de Zn obtenidos 

con telmisartán y candesartán 22,23 permitiendo un mejor efecto bloqueante del 

receptor de Angiotensina II. 

Por otra parte, a partir del cambio en el índice de masa del ventrículo izquierdo 

(IMVI), el grosor de la pared posterior (GPP), el septo interventricular en 

diástole (SIVd) y el área transversal de los cardiomiocitos, se pudo determinar 

el efecto positivo del tratamiento con ZnOlme sobre la hipertrofia cardíaca, en 

concordancia con la disminución de la presión arterial. En todos los casos, el 

tratamiento con ZnOlme ocasionó un efecto superior y estadísticamente 
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significativo (exceptuando la determinación del IMVI por ecocardiografía) en 

comparación al efecto causado por el ligando libre olmesartán. 

Del mismo modo, el tratamiento con ZnOlme redujo el contenido del colágeno 

tipo I, y ocasionó el aumento del colágeno tipo III, en ambos casos, en mayor 

medida, y de manera estadísticamente significativa en comparación al 

tratamiento con el ligando libre olmesartán. Este resultado indica una mayor 

eficacia del complejo para revertir la fibrosis en el tejido ventricular. 

Por otro lado, se pudo determinar que el tratamiento con ZnOlme mejoró la 

capacidad antioxidante del tejido cardíaco ya que se vio aumentado el 

contenido de glutatión de manera significativa con respecto al control y al 

tratamiento con olmesartán. De la misma manera, el tratamiento con 

olmesartán y ZnOlme redujo el estrés oxidativo, pues la generación de EROs 

se vió disminuida respecto al grupo control, siendo el tratamiento con el 

complejo significativamente más efectivo. También, se pudo estimar que el 

daño oxidativo fue significativamente minimizado por el tratamiento con 

ZnOlme en comparación al grupo control y al tratado con olmesartán.  

Por último, en concordancia con los efectos cardíacos observados y la 

reducción del estrés oxidativo, se encontró una marcada mejora de la función 

cardíaca por el tratamiento con el complejo ZnOlme, en comparación al 

tratamiento con olmesartán.   

La administración continuada del complejo ZnOlme exhibió un evidente efecto 

antihipertensivo y cardioprotector sobre el modelo de ratas espontáneamente 

hipertensas (SHR) a través de la inhibición del estrés oxidativo, siendo estos 

efectos superiores a los causados por el ligando libre olmesartán. Estos 

resultados sustentan la hipótesis de que el uso de metalofármacos con 

propiedades moduladoras del estado redox, supone una estrategia terapéutica 

interesante para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.  
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Conclusiones finales 

Considerando que ha sido ampliamente discutido y revisado el hecho de que la 

complejación de ligandos bioactivos con metales de interés biológico constituye 

una estrategia prometedora para mejorar el perfil farmacológico de compuestos 

basados en metales, este trabajo de tesis doctoral se desarrolló en el marco de 

la química bioinorgánica. El trabajo desarrollado en esta tesis nos permitió 

demostrar la hipótesis que la modificación estructural de los compuestos 

antioxidantes naturales, trabajando en diferentes condiciones experimentales, y 

del  fármaco empleado para el tratamiento de la hipertensión (olmesartán), 

producen una mejora en su actividad cuando forman complejos de 

coordinación con biometales,. 

En el capítulo III se muestra la modificación estructural del flavonoide naringina 

mediante la síntesis de los complejos de oxidovanadio(IV), trabajando a 

diferentes valores de pH y con el agregado de un segundo ligando lipofílico, o-

fenantrolina (Figura 0-1). Los complejos fueron caracterizados en fase sólida y 

en solución. 

 

A 

 

B 

 

C 

 

Figura 0-1. Estructuras propuestas para los complejos A) VONarg9, B) VONF.Cl y C) 

VONarg12. 
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El complejo VONarg9 (A) presenta una geometría de pirámide de base 

cuadrada con dos ligandos naringina y ocho moléculas de agua de 

cristalización. El complejo VONF.Cl (B) presenta una estructura octaédrica con 

un ligando naringina, un ligando fenantrolina, un ligando cloro y tres moléculas 

de agua de cristalización. Por último, el complejo VONarg12 (C) presenta una 

estructura de pirámide base cuadrada con un ligando naringina, 2 ligandos 

acuo, con 2 cationes K+ estabilizando la carga del complejo aniónico y tres 

moléculas de agua de cristalización. Los complejos VONarg9 y VONF.Cl 

mostraron un modo de coordinación tipo acetilacetonato que se dio a través de 

los grupos 5-hidroxi desprotonado y 4-carbonilo de los anillos A y C de la 

naringina, respectivamente. Por su parte, en el complejo VONarg12, el ligando 

naringina coordinó a través de dos grupos hidroxilo vecinales desprotonados en 

posición –cis de la región glucósida del flavonoide.  

En este capítulo también se muestra la síntesis y caracterización en fase sólida 

y en solución del complejo formado entre el biometal Zn y el fármaco 

antihipertensivo olmesartán (Figura 0-2). El ligando coordinó al centro de Zn(II) 

a través del grupo COO- del anillo imidazol, y el N desprotonado del anillo 

tetrazol, exhibiendo un entorno de coordinación tetraédrico bien definido 

alrededor del catión Zn(II). Este complejo completa su esfera de coordinación 

con dos ligandos acuo. 

 

Figura 0-2. Estructura propuesta para el complejo ZnOlme. 

Asimismo, se determinó la estabilidad de los complejos en solución, lo que 

permitió adelantar las determinaciones de actividades biológicas, considerando 
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que los tiempos de disolución y agregado de las muestras no superan los 15 

minutos. 

En el capítulo IV se evaluaron las propiedades antioxidantes, de los complejos 

de naringina, y se demostró que el ligando fenantrolina permite una mayor 

deslocalización electrónica, al formarse el radical del complejo, que conlleva a 

un mayor efecto antioxidante.  

Con respecto al cáncer, se evaluaron las propiedades antitumorales, en la línea 

celular de cáncer de pulmón humano A549, mostrando nuevamente, que el 

ligando fenantrolina, con mayor lipofilicidad, permite un mejor ingreso a la 

célula y en consecuencia, mayor efecto deletéreo en las células tumorales. 

Estos efectos resultaron ser específicos dado que los complejos no alteraron (o 

lo hicieron en menor medida) la viabilidad de las células normales. Se 

demostró, además, que el mecanismo de acción se produce por estrés 

oxidativo, con mayor generación de especies reactivas del oxígeno y depleción 

del sistema antioxidante natural glutatión. Los cambios morfológicos 

observados, y el cambio en el potencial de membrana mitocondrial indican que 

la muerte celular se produce, probablemente, a través de la vía apoptótica 

mitocondrial. 

Se determinó que ambos sistemas VO/naringina y VO/fen/naringina interactúan 

con albúmina sérica bovina de manera espontánea, a través de un único sitio 

de unión, y la determinación de la constante de unión sugiere que pueden 

unirse a la ASB y al mismo tiempo, ser transportados y liberados. 

En el capítulo V se aborda la enfermedad de hipertensión. Se determinaron 

también los efectos cardíacos del complejo de olmesartán con Zn. Se trabajó 

con ratas con hipertensión espontánea in vivo y ex vivo, notando que la 

modificación estructural del fármaco por complejación produjo disminución de 

la presión arterial mayor que el fármaco comercial, incluso de una manera más 

rápida. Asimismo, se demostró el efecto cardioprotector sobre el modelo de 

ratas con hipertensión espontánea,  mostrando inhibición del estrés oxidativo, 

con disminución de la hipertrofia y la fibrosis, siendo estos efectos superiores a 

los causados por el ligando libre olmesartán. 
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En general, como ya se ha mencionado, la regulación del equilibrio redox es 

una propuesta terapéutica interesante para el tratamiento de enfermedades 

crónicas, como la hipertensión y el cáncer. De esta forma, el desarrollo de 

nuevos complejos de coordinación supone un gran potencial para el futuro de 

la medicina moderna, ya que la intervención de los procesos redox mediante la 

utilización de complejos de coordinación obtenidos a partir de ligandos 

bioactivos con metales de interés biológico, proporciona nuevos enfoques para 

el desarrollo de compuestos innovadores y efectivos para el tratamiento de 

enfermedades crónicas asociadas a estos desequilibrios. Los resultados del 

presente trabajo demostraron la hipótesis que el diseño de nuevos fármacos 

por formación de complejos de coordinación con biometales y ligandos de 

interés biológico pueden potenciar sus propiedades biológicas. 

En lo que respecta a las perspectivas futuras, de manera general, los 

compuestos con potencial farmacológico derivados del vanadio podrían 

emplearse en el tratamiento de la diabetes, enfermedades tropicales y 

parasitarias. La complejación del vanadio puede alterar su biodisponibilidad, 

transporte y el mecanismo de direccionamiento de este metal y, gracias a esto, 

los complejos de coordinación de vanadio han obtenido una creciente 

popularidad. Aunque se han propuesto diferentes mecanismos de acción para 

los compuestos derivados de este metal como agentes farmacológicos, se 

debe continuar con la investigación para identificar los productos de 

descomposición o biotransformación in vivo de los nuevos complejos y la 

toxicidad de los productos resultantes, hasta alcanzar descripciones más 

precisas de su especiación y los mecanismos de acción, con el fin de diseñar 

estrategias terapéuticas más específicas, eficaces y con menor toxicidad, en 

función de las especies activas.  

Por otra parte, considerando la capacidad reguladora del estado redox exhibida 

por algunos compuestos derivados de Zn, y también, la capacidad que exhiben 

los fármacos bloqueantes del receptor de angiotensina II para inhibir la 

angiogénesis, es posible que compuestos como ZnOlme puedan ser utilizados 

como agentes antimetastásicos. Lo cual, cobra aún más relevancia si se 

considera la correlación existente entre las enfermedades cardíacas y el 

cáncer.   
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