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Objetivos

Introduccion

La Quimica de Coordinacién tiene como objeto el estudio de aquellos
compuestos quimicos denominados compuestos de coordinacion, complejos
metalicos o simplemente complejos, en los que un atomo o ion metalico central se
encuentra rodeado por un grupo de moléculas, atomos o iones denominados
Iigandos1. La Quimica de Coordinacion tiene importancia en si misma, tanto por lo
referente a los aspectos teodricos de enlace y la preparacion de numerosos
compuestos de interés practico, como por su inestimable cooperacion al desarrollo
de otros campos de la Quimica. Actualmente constituye uno de las ramas mas
importantes de la Quimica Inorganica, no sélo por su amplitud y complejidad, sino
por el gran volumen de investigacion que se le esta dedicando.

Las propiedades de los complejos dependeran tanto de las caracteristicas
del ion metalico central como de la naturaleza de los ligandos. A su vez, el
comportamiento del metal central en el proceso de formacién de una especie
compleja viene determinado fundamentalmente por su carga, su tamafio y la
configuracion electronica de la capa de valencia. Como es bien sabido, los efectos
de la carga y el tamafo del ion central actuan en forma complementaria. Cuanto
mayor es la relacion Z/r tanto mas estable suele ser, en general, la especie
compleja formada.

Por otra parte, el numero atémico y la configuracién electréonica de la capa
de valencia del ion metalico central condicionaran en gran medida el valor del
numero de coordinacion y la fortaleza del enlace metal-ligando. En este ultimo
aspecto conviene tener en cuenta que la carga, el tamano, y el tipo y numero de
orbitales vacios condicionan el caracter acido-base de dicho ion, el cual podra
comportarse como acido duro o blando de Pearson?.

En lo que se refiere al ligando, su comportamiento en el proceso de
formacion y estabilidad del complejo, queda determinado por la basicidad de sus
atomos donadores, por el numero de ellos y por su tamafio. Dependiendo de
cuales sean los atomos donadores del ligando, éste se comportara como base
dura o blanda de Pearson? y formara enlaces mas o menos fuertes con el ion
central (acido duro o blando, respectivamente). En general, cuanto mayor es la
fuerza de un grupo ligante como base, tanto mayor es su tendencia a formar
complejos estables’.

Los ligandos con dos o mas atomos donadores pueden dar lugar a la
formacion de especies complejas mas estables (complejos quelatos) que los
ligandos monodentados, debido a un efecto mas favorable en la variacion de

'F. Basolo, R.C. Johnson, “Coordination Chemistry”. 3rd ed., Science Reviews, Northwood (1987).
2 R.J. Pearson, J. Chem. Educ. (1968) 45:581-587.



entropia asociada a su formacidn®. Se ha observado que la estabilidad en los
quelatos depende del numero de atomos que forman el anillo. En general, para
grupos ligantes sin dobles enlaces, los quelatos mas estables son aquéllos que
forman anillos con cinco atomos, mientras que si poseen dobles enlaces son mas
estables cuando contienen anillos de seis atomos*.

Por ultimo, cabe destacar que, por razones estéricas, los grupos ligantes
voluminosos suelen formar complejos metalicos menos estables que los
compuestos formados por grupos ligantes mas pequefios.

El estudio de los complejos metalicos de coordinacion presentes en los
sistemas biolégicos y relacionados con los mismos, el conocimiento de las
funciones que desarrollan y la comprension de la relacion que existe entre su
estructura y su funcion biolégica son algunos de los temas que trata la Quimica
Bioinorganica. Por lo tanto, esta disciplina se ocupa tanto del estudio de los
sistemas y compuestos inorganicos presentes en tejidos y fluidos biolégicos como
de sistemas inorganicos (“modelos”) mediante los cuales se puede simular o
reproducir en forma parcial o total el comportamiento quimico de los sistemas
naturales. Y, en ultima instancia, se trata de correlacionar la actividad bioldgica de
un sistema inorganico con las caracteristicas estructurales, electrénicas vy
quimicas de los mismos. La Quimica bioinorganica resulta un pilar fundamental en
el desarrollo de multiples ramas cientifico-tecnolégicas como la farmacologia, la
medicina, la agricultura, la veterinaria, la ecologia, etc. En especial en las dos
primeras, en lo que respecta al disefio de nuevos agentes terapéuticos para el
tratamiento y la comprension de muchas enfermedades®.

En este contexto nuestro grupo de trabajo desarrolla un area de
investigacion que incluye la profundizacion en el conocimiento de la quimica de
coordinacion de metales de interés bioldgico (V(IV)O%, Cu(ll), Zn(l1)) con el fin de
sintetizar modelos capaces de mimetizar el comportamiento determinadas de
metaloenzimas y con la posibilidad de presentar importantes propiedades
terapéuticas.

Estos contenidos abarcan los estudios presentados en esta tesis con la
intencion de realizar un aporte riguroso y novedoso en relaciéon a la quimica de
coordinacion, potenciales aplicaciones biolégicas y/o farmacoldgicas de nuestros
sistemas y de sus mecanismos de accion.

Para la realizacion de la misma se proponen los siguientes objetivos que
seran cumplimentados a lo largo de los diferentes capitulos:

® J. Huheey, J., “Quimica Inorganica. Principios de estructura y reactividad”. 42 ed., Harla, México
D.F. (1997).

* AE. Martell, M. CALVIN, “Chemistry of the Metal Chelate Compounds”. Prentice-Hall, London
1953).

g E. J. Baran, Quimica Bioinorganica, McGraw Hill (1995).



Objetivo general

Lograr una mejor comprension del comportamiento quimico de los metales de
transicion (biometales), en relacion a la interaccion y formacion de complejos con
ligandos de interés biolégico y/o farmacologico. El desarrollo del mismo pretende
abordar el aspecto quimico que determina los factores condicionantes de su
actividad biologica, principalmente los nexos de relacion entre la estructura, las
propiedades fisicoquimicas y los mecanismos de accién en medios bioldgicos.

Objetivos especificos

-Sintetizar complejos con ligandos bioactivos e iones metéalicos de relevancia
bioldgica (Cu(ll), Zn(ll), V(IV)O?).

-Generar sistemas que presenten analogias con los existentes en la naturaleza.

-Caracterizarlos principalmente en relacion a su estructura y a sus propiedades
fisicoquimicas.

-Evaluar en algunos de estos compuestos los efectos de los ligandos libres y los
complejos sobre la proliferacion, y la morfologia celular. Investigar si el posible
mecanismo de accion es por estrés oxidativo (generacion de ROS).

-Correlacionar la estructura tanto del complejo como de la enzima con sus
actividades bioldgicas.



Capitulo |
1.1. Radicales libres y especies reactivas
1.1.1. Definicién y clasificacion

Un radical libre es un atomo o molécula con uno o mas electrones desapareados
en su Ultima orbita. Puede tener carga positiva, negativa o neutra’.

Muchas de estas especies estan centradas en oxigeno y algunas de ellas
en nitrogeno. Esas moléculas son inestables y tienden a reaccionar con moléculas
adyacentes donando, sustrayendo o incluso compartiendo sus electrones
externos. Estas reacciones no solo producen cambios en la molécula vecina sino
que, a veces, un electron no apareado pasa a la molécula blanco generando un
segundo radical libre u otras especies reactivas del oxigeno conocidas como ROS
(del inglés, Reactive Oxigen Species) que pueden luego reaccionar con otras
moléculas. La alta reactividad de los ROS se debe a la generacion de reacciones
en cadena amplificando muchas veces sus efectos.

Las especies de oxigeno y nitrégeno reactivas pueden clasificarse en dos
grupos: radicales y no radicales (Tabla 1).

-Dentro del primer grupo, las especies contienen al menos un electréon
desapareado en su ultima orbita y son capaces de existir independientemente.
Debido a esto son sustancias altamente reactivas ya que donan u obtienen otro
electron para alcanzar estabilidad. Por definicion, el oxigeno molecular es por si
mismo un radical (birradical), ya que posee dos electrones desapareados en
orbitales diferentes pero con el mismo niumero de espin. Es poco reactivo por la
llamada restriccion de espin, la cual no permite la donacion o aceptacion de otro
electron antes de la reorganizacion de la direccidon de espin alrededor del atomo.

-El segundo grupo comprende una amplia variedad de sustancias que a pesar de
no ser considerados radicales por definicion, presentan una alta reactividad.

Los radicales son descriptos en la literatura con un punto como superindice (R")
para distinguirlos de otros metabolitos del oxigeno?.

' Nomenclature of Inorganic Chemistry IUPAC Recommendations (2005).
% R. Kohen, A. Nyska, Toxicol. Pathol. (2002) 30:620—-650.



Nombre Simbolo
Radicales
Oxigeno (biradical) 0,"
Anién superéxido 0"
Hidroxilo OH’
Peroxilo ROO’
Alcoxilo RO’
Oxido nitrico NO’
No radicales
Peroxido de hidrégeno H;0;
Peréxidos organicos ROOH
Acido hipocloroso HCIO
Ozono 0O;
Aldehidos HCOR
Oxigeno singlete o,
Peroxinitrito ONOOH

Tabla 1: Especies reactivas de oxigeno, radicales y no radicales.

R puede representar tanto un grupo alifatico o de cadena abierta como un grupo aromatico o derivado del benceno.

1.1.2. Fuentes y reacciones de especies reactivas del oxigeno (ROS) y
especies reactivas del nitrégeno (RNS)

Los ROS y RNS pueden ser producidos por fuentes endoégenas o a partir de
sustancias exdgenas.

Las potenciales fuentes endégenas incluyen mitocondrias, metabolismo del
citocromo P-450, peroxisomas y activacion celular inflamatoria®.

M. Valko, C.J. Rhodes, J. Moncol, M. I1zakovic, M. Mazur, Chem. Biol. Interact. (2006) 160:1-40.
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-Durante la respiracion aerobica, en la cadena transportadora de electrones
mitocondrial ocurren una serie de reacciones de oxido reduccién (redox) donde se
transfieren electrones desde un donador (NADH o FADH;) (NADH: nicotinamida
adenina dinucleotido reducido, FADH,: flavina adenina dinucledétido reducido) al
oxigeno que es el aceptor final de la cadena, el cual es reducido a H,O. También
se generan pequefias cantidades de O,", una especie de ROS altamente reactiva,
que es transformado luego en oxigeno y peréxido de hidrogeno (H202), mas
estable, por la enzima superoxido dismutasa (SOD) ya sea en la matriz
mitocondrial a través de Mn-SOD o en el espacio intermembrana por accion de
Cu,Zn-SOD. Cuando los sistemas antioxidantes mitocondriales no metabolizan al
peroxido de hidrégeno, se genera el radical hidroxilo (OH’) a través de la reaccion
de Fenton (Fe(ll) + H,O,— Fe(lll) + OH" + OH"). Esta ultima especie es ain mas
reactiva y se cree que es esencialmente perjudicial. También se ha acreditado a
las mitocondrias como fuente de RNS (del inglés, Reactive Nitrogen Species)
derivadas de NO*.

-El sistema microsomal monooxigenasa unido a la membrana (MMO) contiene
enzimas pertenecientes al sistema citocromo P450 y cataliza la oxigenacién de
una amplia variedad de compuestos exdégenos como farmacos y enddégenos como
componentes toxicos derivados del metabolismo (ej bilirrubina)®. Sin embargo, tras
la induccion de las enzimas del citocromo P450 surge la posibilidad de produccién
de ROS, principalmente O, y H,O,, debido a la ruptura o desacoplamiento del
ciclo catalitico P450°.

-Los microsomas y peroxisomas son también fuente de ROS. Los primeros son
responsables del 80 % de la concentracion de perdxido de hidrégeno producido in
vivo en sitios hiperdxicos. En los peroxisomas principalmente de higado, se
produce H,O, (pero no O,7)° bajo condiciones fisiologicas, la cual es luego
degradada por la enzima catalasa. Cuando dicha enzima no cumple con su
funcién, ya sea por un exceso de H;O; o por alguna anormalidad de la misma,
estas especies reactivas salen de estas organelas y dafan macromoléculas
situadas en otros compartimientos.

-Una fuente endodgena adicional de ROS son los neutréfilos, macréfagos y
eosindfilos. Los macrofagos activados a través del “estallido respiratorio” provocan
un aumento rapido pero transitorio de varios ROS entre los que se encuentran:
H.O,, O," y NO'. Las moléculas activas biolégicamente (ej: citoquinas e
intermediarios reactivos del oxigeno) liberadas desde células de Kupffer activadas
(macréfagos residentes en el higado) estdan implicadas en eventos
hepatotoxicoldgicos y hepatocarcinogénicos®.

Los factores externos que incrementan los niveles de ROS y RNS son la
contaminacién ambiental (agua y aire), el humo de cigarrillo, el alcohol, los
metales pesados o metales de transicion (Cd, Hg, Fe, As, Pb), ciertos farmacos
(ciclosporina, gentamicina, bleomicina), los solventes industriales, la coccion

* A. J. Kowaltowski , N. C. de Souza-Pinto , R. F. Castilho , A. E. Vercesi, Free Radical Biol. Med.
g2009) 47:333-343.

R. C. Zangar, D. R. Davydov, S. Verma, Toxicol. Appl. Pharmacol. (2004) 199:316-331.
®J.E. Klaunig, L. M. Kamendulis, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. (2004) 44:239-267.



(carne ahumada, aceite usado, grasas) y la radiacién (UV, gamma, rayos X).
Después de penetrar en el cuerpo por diferentes vias estos compuestos son
metabolizados o descompuestos a radicales libres’.

1.1.3. Quimica y bioquimica de los principales ROS y RNS

-Radical superéxido (O27): Como se mencioné anteriormente, este radical es
producido en el cuerpo durante la respiracion aerdbica, a través de reacciones
enzimaticas o por el metabolismo de ciertas drogas. Por si mismo no es tan
reactivo sobre biomoléculas como proteinas, polipéptidos o ADN (acido
desoxirribonucleico) pero puede ayudar en la generacién de otros radicales como
radical OH"®y peroxinitrito®.

El superéxido se consume a través de la siguiente reaccion:

. , SOD
20, +2H ——» H,0,+ 0,

La enzima superdxido dismutasa (SOD) cataliza la reaccién anterior
aumentando su velocidad en sistemas bioldgicos (aproximadamente 4 érdenes de
magnitud). Trabaja en conjunto con otras enzimas como catalasa y glutation
peroxidasa que catalizan la subsiguiente reaccién de descomposicion del H,O, en
H>O y O3 (en el caso de la primera enzima) y en agua para el caso de la segunda
enzima.

CATALASA

2 H202 2 HZO + O2

v

G. PEROXIDASA
2 Glutation + H,0» » 2 H,O + glutation disulfuro

-Radical hidroxilo (OH’): es ampliamente reactivo y tiene una vida media de menos
de 1 ns en solucién acuosa. Asi, in vivo, reacciona cerca de su sitio de formacion.
Puede ser generado por varios mecanismos, entre los cuales estan:

-reaccion de Fenton: Fe(ll) + H,O, — Fe(lll) + OH" + OH"

-descomposicion del agua por radiacién ionizante para generar atomos de
hidrégeno y OH’

-descomposicion fotolitica de alquil hidroperdoxidos

" L. A. Pham-Huy, H. He, C. Pham-Huy, Int. J. Biomed. Sci. (2008) 4:89-96.

8 A. Barik, B. Mishra, L. Shen, H. Mohan, R.M. Kadam, S. Dutta, H. Zhang, K. |. Priyadarsini, Free
Radical Biol. Med. (2005) 39:811-822.

° A. B. Das, P. Nagy, H. F. Abbott, C. C. Winterbourn, A. J. Kettle, Free Radical Biol. Med. (2010)
48:1540-1547.



La produccion de este radical cerca del ADN podria conducir al mismo a
reaccionar con las bases del acido nucleico o con el esqueleto de desoxirribosa
produciendo dafio en las bases o rotura de las cadenas®.

-Radical peroxilo (ROQO’): Son especies de alta energia con un potencial de
reduccion en el rango de +0,77 a 1,44 V, dependiendo del grupo R.
La quimica de este tipo de moléculas depende de la naturaleza del grupo R, del
medio ambiente local, de la concentracién de oxigeno y otros reactivos.

Los ROOQO" participan en el clivaje del ADN y en la modificacion de
esqueletos proteicos, también actuan sinérgicamente con el radical superdxido
para dafiar al ADN®.

-Oxido_nitrico (NO'): es un radical reactivo muy abundante que actia en una
variedad de procesos biolégicos, entre los cuales se encuentran:
neurotransmision, regulacion de la presion sanguinea, mecanismos de defensa,
relajaciéon del musculo liso y regulacién inmune. A nivel del sistema nervioso, la
molécula gaseosa actia como mensajero sintetizandose en cuestion de segundos
y difundiendo rapidamente a las neuronas adyacentes. Sin embargo, a través de
su combinacién con el radical superdxido para dar peroxinitrito, ejerce dafio
tisular'®. La sobreproduccion de especies reactivas de nitrdgeno es conocido como
“estrés nitrosativo” y ocurre cuando la generacion de estas especies en un sistema
excede la habilidad del mismo de neutralizarlos y eliminarlos. El estrés nitrosativo
puede conducir a reacciones de nitrosilacion las cuales pueden llevar a la
alteracion de la estructura de las proteinas e inhibir su normal funcionamiento.

El NO" es generado en los tejidos por 6xido nitrico sintasas especificas
(NOSs), que metabolizan arginina a citrulina via reaccion oxidativa de cinco (5)
electrones'’. Este radical tiene una vida media de unos pocos segundos en
ambientes acuosos. Esta bien establecido que la diferencia entre los efectos
protectores y deletéreos del mismo esta determinada por la concentracion, tiempo
de exposicion y tipo celular'.

1.2. Estrés oxidativo

Frecuentemente se define como un desbalance entre la produccion de radicales
libres y metabolitos reactivos (oxidantes) y su eliminacién por mecanismos
protectores (antioxidantes)', es decir, este estado se traduce en un aumento de la
produccion de oxidantes o una disminucién en la produccion de antioxidantes. El
dafio incluye modificaciéon oxidativa de macromoléculas, muerte celular por

0F Pricci, G. Leto, L. Amadio, C. lacobini, S. Cordone, S. Catalano, A. Zicari, M. Sorcini, U. Di
Mario, G. Pugliese, Free Radical Biol. Med. (2003) 35:683-694.

" P. Ghafourifar, E. Cadenas, Trends Pharmacol. Sci. (2005) 26:190-195.

2 A. H.B. Poliandri, L. I. Machiavelli, A. F. Quinteros, J. P. Cabilla, B. H. Duvilanski, Free Radical
Biol. Med. (2006) 40:679-688.

3'S. Reuter, S. C. Gupta, M.M. Chaturvedi, B. B. Aggarwal, Free Radic. Biol. Med. (2010) 49:1603-
1616.
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necrosis o apoptosis, lesidn estructural de tejidos, etc. Particularmente lipidos,
proteinas y ADN son moléculas “blanco” para el mecanismo de oxidacion.

Las modificaciones en el ADN pueden conducir a mutaciones, rupturas de
doble o simple cadena y eventualmente a muerte celular.

Las oxidaciones en las proteinas conducen a un funcionamiento defectuoso
de enzimas, las cuales son incapaces de cumplir con sus funciones.

Los lipidos, que son constituyentes importantes de las membranas celulares
y los acidos grasos insaturados, en particular, son facilmente oxidados pudiendo
comen1z4ar una cadena de reacciones que conducen a comprometer la integridad
celular™.

1.3. Mecanismos de defensa frente al daino oxidativo

La exposicion continua a diversos tipos de estrés oxidativo provenientes de
diferentes fuentes conduce a las células y al organismo entero a desarrollar
mecanismos de defensa para la proteccion contra metabolitos reactivos. Esos
mecanismos abarcan actividades directas e indirectas.

El grupo de accion directa esta constituido por enzimas, como SOD,
catalasa y peroxidasa. Existen otras enzimas que se ubican en el entorno celular y
que apoyan la actividad antioxidante de las primeras, como la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y la xantina oxidasa.

El enfoque indirecto puede involucrar el control de la produccion endégena
de ROS, por ejemplo: alteracion de la funcién de enzimas que indirectamente
producen metabolitos del oxigeno como xantina oxidasa. Un sistema eficiente de
reparacion consiste en el uso de enzimas y pequefias moléculas que reparan
sitios danados en macromoléculas. Otro sistema implica la utilizacion de
moléculas que pueden donar atomos de hidrogeno a otras que estan dafadas, un
ejemplo de ello es la donacion de un atomo de hidrogeno por el ascorbato o
tocoferol a un acido graso radical que fue atacado con anterioridad por un radical y
perdioé un hidrégeno. Las defensas fisicas como las membranas, les permiten a las
células defenderse del dafio oxidativo. Por otro lado, compuestos como los
tocoferoles pueden proporcionar una mayor estabilidad a las membranas celulares
y la interferencia estérica puede prevenir que los ROS se acerquen a destino.
Entre los diversos mecanismos de defensa, aquellos que implican antioxidantes
son muy importantes debido a la eliminacion directa de los pro-oxidantes y a la
variedad de los mismos. Este sistema contiene dos grupos principales: enzimas
antioxidantes y antioxidantes de bajo peso molecular.

Dentro del segundo grupo existen también moléculas que actuan
indirectamente formando complejos de coordinacién tipo quelato con metales que
catalizan reacciones de oxidacién y aquellas que accionan directamente (agentes

' J. Lykkesfeldt, O. Svendsen, Vet. J. (2007) 173:502-511.



secuestrantes). Estos ultimos presentan grandes ventajas ya que al ser pequefios
atraviesan las membranas y pueden localizarse cerca de los blancos bioldgicos?.

1.3.1. Clasificacion de los mecanismos de defensa antioxidante

En el esquema 1 se resumen los mecanismos de defensa frente al estrés
oxidativo.

Mecanismos de reparacién: Mecanismos de prevencion: Defensas fisicas
Ej. Enzimas reparadoras Sustancias que forman quelatos
de ADN con iones metdlicos como Ej: estabilizacion de
cobre(ll) o hierro(ll) o (I, sitios biologicos.
catalizando reacciones oxidativas.
Ej: ceruloplasmina, ferritina,
albumina, etc.

Mecanismos de defensa frente al
estrés oxidativo

l

Defensas antioxidantes

Enzimas antioxidantes Antioxidantes de bajo Antioxidantes de bajo
, ; peso molecular: peso molecular que
y -Enzimas quse actu?pd agentes — actdan
dismutasa (SC |recttamen;%Duperto>l<| ° secuestrantes. indirectamente:
ismutasa ( ; ). catalasa, agentes quelantes.
peroxidasa.
! ) }
Productos de desecho: Productos sintetizados Fuentes dietarias:
por las células:
Ej: acido urico. Ej: tocoferoles, acido
Ej: glutation, ascorbico, flavonoides,
homocarnosina. flavonoles, carotenos.

Esquema 1. Mecanismos de defensa frente al daino oxidativo.
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1.4. Estrés oxidativo y enfermedades humanas

El dafo oxidativo asociado a diferentes macromoléculas esta implicado en la
patogénesis de una amplia variedad de enfermedades, entre las que se
encuentran: ateroesclerosis, cancer, disfunciéon pulmonar, cataratas, artritis,
enfermedades inflamatorias, diabetes, shock, trauma, isquemia, enfermedad renal,
hemodialisis, esclerosis multiple, enfermedad intestinal inflamatoria y colitis,
enfermedad de Parkinson, reacciones a medicamentos, Alzheimer, enfermedad
cardiovascular, lesiones dermatologicas, envejecimiento y obesidad'".

1.5. Flavonoides

Son un grupo de sustancias polifendlicas de bajo peso molecular'®. Generalmente
se encuentran en plantas como derivados glicosilados y contribuyen a los colores
azul, rojo y naranja brillantes presentes en hojas, flores y frutas. Ademas de
pertenecer a vegetales y frutas, los flavonoides se encuentran en semillas, frutos
secos, cereales, especias y diferentes plantas medicinales asi como en bebidas
como vino (especialmente vino tinto), t& y cerveza (en bajos niveles)"”.

La estructura de los flavonoides se basa en un nucleo flavan (Figura 1a),
que consta de tres anillos fendlicos denominados A, B y C. El anillo A se
condensa con un anillo de seis miembros (C), que en la posiciéon 2 tiene como
sustituyente a un grupo benceno (B). El anillo C puede ser un heterociclo pirano
dando lugar a flavanoles (catequinas) y antocianidinas, o pirona que conduce a la
formacion de flavonoles, flavonas y flavanonas (Figura 2). El término 4-oxo-
flavonoides se utiliza para describir a los flavonoides que tienen un grupo carbonilo
en el C-4 en el anillo C, como es el caso de catequinas, flavanonas, flavonoles y
flavonas (Figura 1b).

Figura 1a. Estructura del nucleo flavan. Figura 1b. Estructura base de los 4-oxo-
flavonoides.

La naturaleza quimica de los flavonoides depende de la clase de
estructura, grado de hidroxilacion, otras sustituciones y conjugaciones y del grado
de polimerizacion. En las plantas son relativamente resistentes al calor, oxigeno,

M. Percival NUT031 1/96 Rev. 10/98 Clinical Nutrition Insights.
' N.C. Cook, S. Samman, Nutr. Biochem. (1996) 7:66-76.
" P.G. Pietta, J. Nat. Prod. (2000) 63:1035-1042.
11



sequedad y moderado grado de acidez pero pueden ser modificados por la luz. La
fotoestabilidad de esas moléculas depende de la naturaleza del grupo OH unido al
atomo de carbono del anillo C denominado C-3. La ausencia o glicosilacion de
esos grupos resulta en un aumento de la fotoestabilidad del flavonoide®.

Mientras que las distintas clases de flavonoides difieren en el nivel de
oxidacion y en el patron de sustitucion del anillo C, los compuestos individuales
entre clases se diferencian en el patron de sustitucion de los anillos Ay B".

o’ O
° h |
" OH OH
OH H o)

Catequinas Antocianidinas Flavonoles
0] 0]
Flavonas Flavanonas

Figura 2. Estructura de catequinas, antocianidinas, flavonoles, flavonas y flavanonas.

1.5.1. Distribucién y funcion en plantas

Se han identificado mas de 4000 tipos de flavonoides en plantas vasculares, los
cuales varian en tipo y cantidad debido a cambios en el ritmo de crecimiento,
maduracién y condiciones de las mismas.

Las plantas producen flavonoides para proteccion contra parasitos fungicos,
herbivoros, patdégenos e injuria oxidativa, pero por el contrario, producen estimulos
para favorecer la polinizacién y sirven de guia a los insectos para que lleguen
hacia su alimento.

'8 3. Aisling Aherne, N.M. O'Brien, Nutrition (2002) 18:75-81.
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1.5.2. Farmacodinamia de los flavonoides

Aquellos flavonoides que no poseen azucares en su molécula se denominan
agliconas y los que si poseen azucares en su estructura son llamados flavonoides
glicosidos. A excepcion de las catequinas, los flavonoides no existen como
agliconas en plantas, sino que se encuentran como derivados glicésidos. El
principal sitio de glicosilacion es el C en posicion 3 y el menos frecuente es el C en
posicién 7.

Los flavonoides nutricionales, es decir, aquellos incorporados con la dieta,
son absorbidos en el tracto gastrointestinal mientras que aquellos que son
medicinales son administrados directamente en el tejido dafnado o enfermo si éste
estd accesible, por ejemplo, en la piel o la garganta, o a través de una ruta que
lleva de inmediato al lugar deseado, por ejemplo, via nasal o sistema vascular.
Luego de la liberacion de los glicosidos por las enzimas bacterianas en el
intestino, el 15% de los flavonoides agliconas se absorben junto con las micelas
biliares dentro de las células epiteliales y luego pasan a los ganglios linfaticos. La
absorcién de los flavonoides glicosidos en el intestino depende de los residuos de
azucar que se unen al grupo hidroxilo. Algunos flavonoides inhiben la difusién
facilitada no dependiente de Na(l) de monosacaridos en las células del epitelio
intestinal. Consecuentemente, gana eficiencia el transporte activo dependiente de
Na(l) acoplado a la ATPasa (subconjunto de enzimas capaces de producir la
hidrdlisis de adenosin trifosfato (ATP) en adenosin difosfato (ADP) y un ién fosfato
libre). La linfa transporta a los flavonoides hasta la sangre portal cerca del higado,
y aproximadamente el 80%, probablemente, se absorbe en el primer paso. Parte
de ellos se unen a la albumina sérica. Otros se encuentran en conjugados que han
mantenido sus propiedades antioxidantes. Los hepatocitos transfieren a los
flavonoides al aparato de Golgi y posiblemente, también a los peroxisomas, en los
que son degradados por oxidacion. En algunos casos la degradacion oxidativa de
los flavonoides agliconas también se lleva a cabo en el intestino debido a que
algunas enzimas bacterianas pueden abrir el anillo C del esqueleto flavonoide. Los
productos son secretados por los transportadores de acidos organicos en la
sangre y posteriormente se excretan a través de los rifones. La vida media de un
flavonoide en el cuerpo se estima en 1-2 horas, pero aun no se ha determinado
con exactitud'. Los flavonoides que no son solubles en agua se excretan junto a
la bilis hacia el duodeno®.

1.5.3. Propiedades bioldgicas de los flavonoides

Algunos flavonoides poseen actividades antilipoperoxidantes,
antitumorales, antiplaquetarias, antiisquémicas, antialérgicas y antiinflamatorias.
Hay varios informes que certifican que los flavonoides inhiben la actividad de una
serie de enzimas, incluyendo la lipoxigenasa, ciclooxigenasa, monooxigenasa,

'9 B.H. Havsteen, Pharmacol. Therapeut. (2002) 96:67-202.
20 C.1. Escamilla Jiménez, E.Y. Cuevas Martinez, J. Guevara Fonseca, Rev. Fac. Med. UNAM
(2009) 52:73-75.
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xantina oxidasa, succinoxidasa mitocondrial, NADH-oxidasa, fosfolipasa A, y
proteinas quinasas. Estos efectos biologicos se cree que provienen de las
propiedades antioxidantes de estos compuestos y la inhibicion de las enzimas
podria deberse a una reaccion de los flavonoides con los radicales libres
generados en el sitio activo de las mismas. En contraste con los efectos benéficos,
se demostré in vitro que, algunos flavonoides son mutagénicos; esto,
aparentemente, se debe a la actividad pro-oxidante de los mismos que se
contrapone con la actividad antioxidante?”.

Aunque los mecanismos de mutagenicidad aun no son conocidos, los
efectos se observan bajo condiciones aerdbicas, o que sugiere una fuerte
participacion del oxigeno. Se reporté que miricetina y kaempferol pueden inducir la
peroxidacion lipidica junto con la ruptura de las hebras del ADN en nucleos
aislados de higado de rata debido a que se producen ROS por auto-oxidacién o
ciclo redox®. Por otro lado se ha demostrado la mutagenicidad de quercetina a
través de una serie de tests de mutagenicidad en bacterias®.

1.5.4. Actividad antioxidante in vitro de flavonoides

Los flavonoides pueden prevenir los dafos causados por radicales libres a través
de los siguientes mecanismos:

-Actividad secuestrante directa de los ROS: Los flavonoides son capaces de
eliminar los radicales libres directamente a través de la donacion de un atomo de
hidrégeno. Los radicales se desactivan de acuerdo con la siguiente ecuacién
(Esquema 2):

R’ RH
o
OH
OH k / )@/ OH
FI FI

FI-OH FI-O

21 G. Cao, E. Sofic, R.L. Prior, Free Radical Biol. Med. (1997) 22:749-760.

2.3.C. Sahu, G.C. Gray, Cancer Lett. (1996) 104:193-196.

% | M.C.M. Rietjens, M.G. Boersma, H. van der Woude, S.M.F. Jeurissen, M.E. Schutte, G.M. Alink,
Mutat. Res. (2005) 574:124-138.
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FI-O Fl-quinona
Esquema 2. Secuestro de ROS (R’) por flavonoides (FI-OH).

En primer lugar, el flavonoide (FI-OH) le cede un atomo de hidrégeno al radical
libre (R") dando lugar a la formacién del radical fenoxilo (FI-O").

En segundo lugar, ese radical FI-O’ le cede otro atomo de hidrégeno a un R’
adquiriendo el primero una estructura de quinona estable®.

-Activacién de enzimas antioxidantes: Los flavonoides son capaces de inducir
enzimas de la fase Il de desintoxicacion (por ejemplo, NADPH quinona
oxidorreductasa, glutation S-transferasa y UDP-glucuronosil transferasa), que son
importantes en la defensa contra las sustancias toxicas electrofilicas y estrés
oxidativo®.

-Capacidad de quelacién de metales: Ciertos flavonoides son conocidos por
formar quelatos con hierro y cobre, eliminando asi un factor causal para el
desarrollo de los radicales libres. Pietta’’ propuso que los sitios de unién de
metales traza son el grupo catecol en el anillo B, los grupos 3-OH y 4-oxo en el
anillo C, y los grupos 4-oxo y 5-OH entre los anillos C y A%.

-Reduccién del radical a-tocoferil: El a-tocoferol representa un antioxidante
importante en las membranas celulares y en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) humanas. Protege a las particulas de lipoproteinas contra el dafio oxidativo.
Hirano®* sugirié que el a-tocoferol puede donar un atomo de hidrégeno a los ROS
y dar lugar a la formacién del radical a-tocoferil, que es un potencial prooxidante?.

-Inhibicion de oxidasas: Los flavonoides inhiben las enzimas responsables de la
produccién del anién radical O,", tales como xantina oxidasa y la proteina
quinasa C. También inhiben otras enzimas como la ciclooxigenasa, lipoxigenasa,
succinoxidasa microsomal y NADH oxidasa®.

-Mitigacién del estrés oxidativo causado por el NO': Algunos flavonoides inhiben la
producciéon de NO’ en varias lineas celulares en cultivo. Probablemente este
efecto se debe a la inhibicion de la expresion de la NO sintasa pero no a la

24 R. Hirano, W. Sasamoto, A. Matsumoto, H. Itakura, O. Igarashi, K. Kondo, J. Nutr. Sci. Vitaminol.
(2001) 47:357-362.
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inhibicion de la actividad. También ciertos compuestos secuestran directamente al
radical NO'%°.

-Aumento de los niveles de acido urico: Algunos autores afirman que el aumento
de la capacidad antioxidante total del plasma a costa del acido urico se observé
luego de consumir alimentos ricos en flavonoides, pero aun no esta claro este
mecanismo?®.

-Modificacién de las propiedades pro-oxidantes de los antioxidantes de bajo peso
molecular: Diversos autores describieron la actividad pro-oxidativa del B-caroteno
bajo ciertas condiciones (como irradiacion con luz ultravioleta de onda larga (320-
400 nm), radiacién UVA) y sugirieron que su combinacion con flavonoides puede
ejercer efectos preventivos®°.

1.5.5. Flavonoides como pro-oxidantes

Los flavonoides bajo ciertas circunstancias, pueden actuar como pro-oxidantes vy,
por lo tanto, son capaces de promover la oxidacion de otros compuestos.

-Oxidacion por flavonoides radical fenoxilo: Como se menciond anteriormente el
producto final de la accidén secuestrante de los ROS por los flavonoides es el
radical fenoxilo (FI-O’), con un tiempo de vida media de 200 useg. Ellos son
altamente reactivos y son sometidos a una oxidacién posterior, dando, entre otros
productos posibles, una quinona estable. Estas ultimas son aun reactivas pero
pueden ser estabilizados por conjugacion con nucledfilos, tales como GSH
(glutation reducido), cisteina o acidos nucleicos. Dicha reaccion es responsable de
uno de los efectos pro-oxidantes de los flavonoides. Otra reaccion que puede ser
responsable de dichas propiedades no deseadas, podria ser la interaccion de Fl-
O’ con oxigeno en presencia de catalizadores como metales de transiciéon en altas
concentraciones, generando quinonas y O,". Canada®’ y colaboradores
encontraron que la generacion de radical fenoxilo en el caso de quercetina y
miricetina podria deberse a un mecanismo de autooxidacion, el cual se
incrementaria con la adicion de iones Fe. Por otro lado, la autooxidacion de
quercetina es acompanada por la rapida acumulaciéon de H,O, en presencia de
iones cobre?®.

-Inhibicion de la respiracion mitocondrial: Los flavonoides son capaces de causar
insensibilizacion del estallido respiratorio en mitocondrias aisladas con posterior
autooxidacion, la cual esta asociada a la produccion de ROS.

%5 B. Halliwell, Novartis Foundation symposium Chichester: Wiley (2007) 93-104.
% U.C. Obermdiller-Jevic, P.l. Francz, J. Frank, A. Flaccus, H.K. Biesalski, FEBS Lett. (1999)
460:212-216.
2" A.T. Canada, E. Giannella, T.D. Nguyen, R.P. Mason, Free Radical Biol. Med. (1990) 9:441-449.
28 H. EI Haiji, E. Nkhili, V. Tomao, O. Dangles, Free Radical Res. (2006) 40:303-320.
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-Oxidacion _por peroxidasas: Un mecanismo alternativo para la toxicidad de los
flavonoides implica a las peroxidasas que catalizan la oxidacion de los polifenoles.
Los radicales fenoxilo intracelulares formados por accion de la mieloperoxidasa de
los neutrofilos también inducen la peroxidacién lipidica y co-oxidan el GSH para
dar lugar a los radicales tiol con la activacion simultanea del oxigeno.

-Oxidacion de antioxidantes de bajo peso molecular: Aquellos flavonoides que
poseen un anillo catecol son capaces de oxidar al ascorbato, NADH o GSH. Se
encontré que mientras existe un aumento de la oxidacion, disminuye el potencial
redox de estos compuestos. Por lo tanto los flavonoides mas oxidables son los
mas eficaces.

-Dario directo sobre el ADN: En presencia de RNS los flavonoides con estructura
del tipo pirogalol inducen la ruptura de ADN de cadena simple.

En conclusion, las propiedades pro-oxidantes o antioxidantes de un flavonoide en
particular dependen sobre todo de su concentracion. En la practica, los efectos
pro-oxidantes también pueden ser beneficiosos, ya que, un grado leve de estrés
oxidativo, podria elevar los niveles de defensas antioxidantes y las enzimas de la
biotransformacién lo que lleva a una citoproteccion general®.

1.5.6. Caracteristicas estructurales y actividad antioxidante

La actividad antioxidante de flavonoides y sus metabolitos in vitro depende de la
disposicion de los grupos funcionales sobre la estructura del nucleo.

-Grupos hidroxilo
La disposicidn espacial de los sustituyentes es tal vez un gran determinante de la
actividad antioxidante del esqueleto flavan.

La configuracion y el numero total de grupos hidroxilo presentes en la
estructura de un flavonoide influyen sobre los mecanismos de su actividad
antioxidante.

La actividad de depuracion de radicales libres es atribuida, en primer lugar,
a la alta reactividad de los sustituyentes hidroxilo que participan en la siguiente
reaccion:

F-OH + R'— FO" + RH

Los grupos OH presentes en el anillo B (Figura 3) tienen una participacion
significativa en la capacidad secuestrante de ROS y RNS.

? D. Prochazkova, |. Bousova, N. Wilhelmova, Fitoterapia (2011) 82:513-523.
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HO
OH

Figura 3. Presencia de grupos OH en la estructura basica de los flavonoides.

La presencia de estos grupos permite donar un atomo de hidrégeno y un
electron a los radicales hidroxilo, peroxilo y peroxinitrito dando lugar a una
estabilidad relativa del radical flavonoide.

La estructura 3',4'-catecol en el anillo B mejora fuertemente la inhibicion de
la peroxidacion lipidica. El poder secuestrante de peroxinitritos por catequinas es
atribuido principalmente al grupo catecol que se oxida a orto-semiquinona (ver
Esquema 2).

Las flavanonas que carecen del grupo catecol o los sistemas trihidroxilos
(pirogalol) forman radicales relativamente inestables y son secuestrantes débiles
de radicales libres.

La importancia de otros grupos OH es menos clara pero mas alla del
aumento del numero de estos grupos, la sustitucion en el anillo A se correlaciona
poco con la actividad antioxidante. La presencia de un grupo OH en la posicién
cinco (5) del atomo de C (5-OH) del anillo B puede contribuir a dichos efectos.

También, el grupo OH en la posicion 3 del anillo C es muy importante en la
actividad antioxidante de los flavonoides.

El anillo C cerrado puede no ser critico en la actividad de flavonoides
puesto que las chalconas son activas antioxidantes.

La torsion del angulo del anillo B con respecto al resto de la molécula
influye fuertemente en la habilidad de secuestrar radicales libres.

Los flavanoles y flavonoles con un grupo OH en la posicion tres (3) del
anillo de seis miembros (C) son planares, pero los que carecen de este grupo
estan levemente torcidos. La planaridad permite la conjugacion, la deslocalizacidn
electronica, y el correspondiente aumento de la estabilidad del radical fenoxilo del
flavonoide.

Se ha postulado que los grupos OH del anillo B forman puentes de
hidrégeno con el grupo 3-OH del anillo C alineando el anillo B con el heterociclo y
el anillo A. Eliminando el puente de hidrogeno se genera una menor torsion del
anillo B comprometiendo la capacidad de deslocalizacién electronica. Debido a
esta unidn, la influencia del grupo 3-OH es potenciada por la presencia de 3',4'-
catecol en el anillo B explicando la potente actividad antioxidante de flavan-3-oles
y flavon-3-oles.
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-O-metilacion

Las diferencias en la actividad antioxidante entre los flavonoides polihidroxilados y
polimetilados es muy amplia debido a la hidrofobicidad y planaridad molecular. La
supresion de la actividad antioxidante de compuestos O-metilados refleja efectos
estéricos que perturban la planaridad.

-Doble enlace C»-C3 y funcion 4-oxo del anillo C
Una caracteristica distintiva de los flavonoides es la presencia o ausencia de un
doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C en combinacién con el grupo oxo
en el carbono 4 de dicho anillo.

Aquellos compuestos que tengan ambas caracteristicas presentan una
fuerte actividad antioxidante.

Uno de los flavonoides que reune las condiciones de presencia de doble
enlace C2-Cs, estructura 3',4'-catecol en el anillo B, funcion 4-oxo y grupos OH en
posiciones 3, 5y 7 es la quercetina. Este compuesto se toma como referente de
una sustancia con fuerte capacidad antioxidante.

-Presencia de carbohidratos

Aquellos flavonoides del tipo agliconas son mas potentes como
antioxidantes que sus correspondientes glicésidos. Aparte de la mera presencia y
el numero total, la posicién y la estructura del azucar juegan un papel importante.
A pesar de que los glicésidos suelen ser antioxidantes mas débiles que las
agliconas, la biodisponibilidad a veces es reforzada por la presencia de azucares.
A pesar de esto, debido a diferentes experimentos se sabe que como los
flavonoides glicosidicos se escinden a nivel intestinal, la influencia de restos de
azucar en las propiedades antioxidantes es de cuestionable importancia en los
seres humanos.

Por lo tanto, la eliminacion del sustituyente glicosidico por enzimas
intestinales o bacterias probablemente aumente la actividad in vivo de los
flavonoides de la dieta®.

1.6. ROS y cancer

Como el dafio oxidativo sobre el ADN es considerado el factor molecular mas
importante en el proceso de carcinogénesis diversos estudios estan enfocados en
el rol de los ROS en la inducciéon, promocion y progresion de cancer.

1.6.1. Carcinogénesis
Es un proceso complejo de multiples etapas que involucra el pasaje desde una

célula sana a un estado precanceroso hasta finalmente llegar a un estadio
temprano de cancer (Figura 4).

* K.E. Heim, A.R. Tagliaferro, D.J. Bobilya, J. Nutr. Biochem. (2002) 13:572-584.
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Existen varias teorias acerca de la carcinogénesis, las mas antiguas hablan
en relacion a una “enfermedad que afecta la diferenciacion celular” o “enfermedad
de las células madre” (stem cell), esto parece indicar que el origen del cancer
comienza en una sola célula. Han sido propuestos dos mecanismos
fundamentales para la induccion del cancer. En uno, se plantea un aumento en la
sintesis de ADN y mitosis por carcindgenos no genotéxicos que pueden inducir
mutaciones en células en division. Las mutaciones, luego, pueden expandirse por
clonacion desde un estado celular preneoplasico a un estado celular neoplasico.

El otro mecanismo representa un equilibrio entre la proliferacion y la muerte
celular. Si el dafio al ADN es demasiado grande, existe un proceso que elimina
selectivamente las células alteradas. Este proceso se denomina apoptosis y es
una muerte celular programada que lleva a importantes cambios morfolégicos.
Durante la proliferacion celular, la proteina p53 juega un papel primordial
verificando la integridad del ADN. Se desencadenan mecanismos que eliminan,
por ejemplo, las bases oxidadas del ADN que causan mutaciones. Cuando el dafio
celular es importante, la proteina p53 desencadena la muerte celular por
apoptosis, pero si este proceso no es controlado puede resultar perjudicial para el
organismo, conduciendo a la destruccién de las células sanas. Por lo tanto, existe
un sistema de regulacién que involucra factores pro-apoptéticos (p53) y anti-
apoptéticos. El proceso carcinogénico se describe como un desequilibrio entre la
proliferacién celular y la muerte celular desplazado hacia la proliferaciéon celular.

Ademas de estos mecanismos, existe la comunicaciéon intercelular que
juega un rol muy importante en la regulacién del control de crecimiento,
diferenciacién y apoptosis de células progenitoras. La iniciacion del proceso
involucra una mutacion no letal del ADN que produce una célula alterada seguida
de al menos una nueva sintesis de ADN para reparar el dafo iniciado. Si las
células en division se encuentran dafiadas son capaces de interrumpir en forma
temporaria el ciclo celular en G1 (fase de crecimiento celular con sintesis de
proteinas y de ARN (acido ribonucleico)), S (fase de replicacion o sintesis del
ADN) o G2 (fase donde continua la sintesis de proteinas y ARN), reparar el dafio y
luego reanudar la division®. El dafio oxidativo al ADN puede ocurrir a través de los
siguientes procesos:

1- el radical OH" presente en las proximidades del ADN inicia la mutacion.

2- el aumento de calcio libre intracelular (Ca(ll)), como resultado de su liberacién a
partir de los sitios de almacenamiento o a través del flujo de Ca(ll) extracelular. La
movilizacion de dicho catidon se puede producir por un alto nivel de estrés
oxidativo, que agota las reservas de antioxidantes endogenos. Los cambios en la
concentracion de Ca(ll) pueden activar a las endonucleasas y producir la
fragmentacion del ADN (un proceso normal durante la apoptosis). Al mismo
tiempo, el oxigeno singlete generado puede provocar dafos selectivamente en los
residuos de guanina®’.

1 G. Pérez Trueba, G. Martinez Sanchez, A. Giuliani, Front. Biosci. (2004) 9:2029-2044.
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La etapa de promocion es caracterizada por la expansion clonal de las
células iniciadas por la induccién de la proliferacion celular y/o inhibicion de la
muerte celular programada. Este proceso resulta en la formacion de una lesidon
focal identificable y requiere la presencia continua de estimulos para la promocion
de tumores y por lo tanto es un proceso reversible. Muchos promotores de
tumores inhiben fuertemente el efecto de los sistemas de defensa antioxidantes de
las células. Mientras que un alto nivel de estrés oxidativo es citotoxico para las
células y la proliferacion se detiene por induccion de la apoptosis o incluso
necrosis, un nivel bajo de estrés oxidativo puede, de hecho, estimular la divisién
celular en la fase de promocion y asi estimular el crecimiento del tumor. Esto
implica que la produccion de ROS durante esta etapa es la linea principal de la
promocién de tumores relacionados con ROS.

La progresion es la tercera y ultima etapa del proceso carcinogénico.
Consiste en cambios moleculares y celulares que ocurren en el pasaje del estado
preneoplasico al neoplasico. Esta etapa es irreversible y se caracteriza por la
acumulacioén de dafios genéticos adicionales, que facilitan la transicion de la célula
de un estadio benigno a uno maligno. Esta etapa se caracteriza por la
inestabilidad genética y la alteracion de la integridad de los cromosomas.
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Figura 4. Modelo de 3 etapas en el mecanismo de carcinogénesis.

1.6.2. Estrés oxidativo, senalizaciéon celular y cancer

Las células se comunican entre si y responden a estimulos extracelulares a traves
de mecanismos biolégicos llamados “sefializacién celular o transduccion de
sefales”. Este es un proceso que permite que la informacion se transmita desde
el exterior de una célula a varios de los elementos funcionales que se encuentran
dentro de la misma.

La transduccion de sefales se activa a través de sefales extracelulares
como hormonas, factores de crecimiento, citoquinas y neurotransmisores. Las
sefales enviadas a la maquinaria de transcripcién para la expresion de ciertos
genes se transmiten normalmente al nucleo de la célula por una clase de
proteinas llamadas factores de transcripcion. Aunque los ROS estan
predominantemente implicados en el dano celular también desempefian un papel
fisiolégico importante ya sea en la sefalizacion o en la regulacién intracelular
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(actuan como segundos mensajeros). Se ha demostrado claramente que los ROS
interfieren con la expresion de algunos genes y en las vias de transduccion de
sefales. Debido a que los ROS son oxidantes por naturaleza, influyen en el estado
redox y dependiendo de la concentracién, causan una respuesta positiva
(proliferacion celular) o negativa (detencion del crecimiento o muerte celular)®.

1.7. Aspectos generales sobre la quimica de los flavonoides
1.7.1. Espectroscopia UV-vis

Los espectros UV-vis de los flavonoides presentan bandas caracteristicas debidas
a los sistemas conjugados de los anillos aromaticos.

Un espectro tipico UV-vis de flavonoides incluye 2 bandas de absorcion
caracteristicas.

La banda |, se encuentra en el rango de 300-350 nm en el caso de las
flavonas y entre 350 y 385 nm en el caso de flavonoles y representa la absorcién
del anillo B (sistema cinamoilo). Se considera como procedente de las transiciones
™ — 7" en el sistema benceno.

La banda Il, se encuentra entre 250-290 nm y representa la absorcién del
anillo A (sistema benzoilo).

En el caso de flavanonas y dihidroflavonoles, la banda | se reduce a un
homslgrgg en el rango de 300-330 nm y la banda Il es el pico principal (277-295
nm)~>,

Por lo general, la banda | cambia hacia el rojo por desprotonacién,
metilacion o glicosilacion de los grupos OH presentes en la molécula. Un cambio
batocrémico también se observa cuando estos ligandos forman quelatos con los
metales, debido a que existe un aumento en la conjugacion generada por la
formacion de un nuevo anillo entre el metal y los grupos 3-OH o0 5-OH y el C=0 en
posicion 4%°3¢,

El espectro UV-visible del acido clorogénico presenta 2 picos maximos: la
primera banda aparece en 217 nm con un hombro en 240 nm y la segunda banda
se encuentra en 324 nm con un hombro en 296 nm. La banda en 324 nm se
corresponde con la transicion HOMO —— LUMO presentando, principalmente,
caracter T—>T1* con localizacién de la densidad electrénica en el anillo benceno y
la cadena carbonada. El otro pico y los hombros también estan presentes en las

mismas transiciones T—>1*%’.

32 M. Valko, C.J. Rhodes, J. Moncol, M. Izakovic, M. Mazur, Chem. Biol. Interact. (2006) 160:1-40.
% A. Torreggiani, M. Tamba, A. Trinchero, S. Bonora, J. Mol. Struct. (2005) 744-747:759-766.

% D. Tsimogiannis, M. Samiotaki, G. Panayotou, V. Oreopoulou, Molecules (2007) 12:593-606.

% D. Malegev, V. Kunti, J. Serb. Chem. Soc. (2007) 72:921-939.

% 3. Dowling, F. Regan, H. Hughes, J. Inorg. Biochem. (2010) 104:1091-1098.

% A. Belay, A.V. Gholap, Afr. J. Pure Appl. Chem. (2009) 11:234-240.
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1.7.2. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

En el caso de los flavonoides, la frecuencia de estiramiento del grupo carbonilo
aparece en el rango 1680-1610 cm™. Los sustituyentes en posicién 5 o 7 causan
una modificaciéon de ese modo de vibracion hacia mayores numeros de onda por
resonancia o quelacién. Para el caso del grupo 5-OH ese cambio se relaciona con
algun tipo de puente de hidrégeno. Como las bandas espectrales corresponden a
mas de un modo vibracional, se puede dividir el espectro FTIR de los flavonoides
en diferentes zonas para analizarlo.

-Las bandas de estiramiento de los grupo OH aparecen entre 3600-3200 cm™.

-Las bandas correspondientes al estiramiento C-H estan localizadas en la regién
3100-2900 cm™.

-Las vibraciones del anillo aromatico (v(C=C)) en el plano aparecen
aproximadamente en 1600 cm™.

-La banda correspondiente al estiramiento de la funcion éxido de la pirona (v(C-O-
C)) aparece en 1320-1250 cm’™".

-El modo de deformacién del grupo OH situado en el anillo fendlico aparece en
1170-1150 cm™ y la frecuencia de estiramiento del mismo grupo ((v(C-O)) aparece
en 1280-1200 cm™.

Si los cambios en ((v(C-O-C)) y en ((v(C=C)) del anillo no se modifican
significativamente luego de la complejacién, esto indica que el atomo de oxigeno
no esta involucrado en la unidn con el centro metalico. Por otro lado, una
disminucién en la frecuencia de estiramiento del grupo ((v(C=0)) indica que existe
coordinacion entre el metal y ese grupo y el grupo 3-OH o 5-OH del flavonoide®°.

% J.H. Looker, W.W. Hanneman, J. Org. Chem. (1962) 27:381-389.
% D. Lin Vien, N.B. Colthup, W.F. Fateley, J.G. Grasselli, Infrared and Raman Characteristic
Frequencies of Organic Molecules, Academic Press, inc, Boston (1991).
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Capitulo I
2.1. Vanadio: Generalidades

El elemento debe su nombre a la diosa escandinava Vanadis, diosa de la
belleza y la fertilidad. En 1801, el Quimico Andrés Manuel del Rio hablé sobre
un nuevo elemento, sin embargo fue en 1830 cuando el sueco Nils Sefstrom lo
descubrié. El vanadio en su estado puro es un metal gris-plateado brillante,
suave y ductil y es uno de los 22 elementos mas abundante en la corteza
terrestre, océanos, suelo y combustibles fésiles'. Aunque en los alimentos se
encuentra en baja concentracién (< 1 ng/g), estos son la mayor fuente de
exposicién para la poblacién en general. Algunos de los alimentos ricos en
vanadio son champifiones, mariscos, semillas de eneldo, perejil, pimienta
negra, cereales y frutas frescas?.

En 1911, Henze descubri6 que ciertos organismos invertebrados

marinos sésiles, denominados ascidias, poseian altos niveles de vanadio en
sus células sanguineas. Estos niveles ascienden hasta una concentracion de
100 mM, un milléon de veces mas que el valor encontrado en el agua de mar. A
pesar que no se conoce con exactitud la funcion de este elemento en dichos
organismos, se postula que participa en la transduccion de sefales,
almacenamiento de energia y defensa contra la depredacion®*
En 1986, se descubrié en una bacteria del suelo llamada Azotobacter
chroococcum una enzima nitrogenasa que posee vanadio en su sitio activo en
vez de molibdeno. Si bien no se conoce concretamente la funcion del metal, se
cree que la presencia del mismo surgid como una adaptacion a ambientes
acidos o de baja temperatura®.

También existe una familia de enzimas, las haloperoxidasas, que
contienen vanadio en su sitio activo y que estan presentes en algas, liquenes y
hongos®.

Si bien este elemento traza es considerado como esencial para los
animales aun no se ha establecido como un micronutriente importante para los
humanos’ aunque algunos trabajos indican que este metal se incluye en el
grupo de otros 40 micronutrientes esenciales®®.

' H. Fickl, A.J. Theron, H. Grimmer, J. Oommen, G.J. Ramafi, H.C. Steel, S.S. Visser, R.
Anderson Free Radical Biol. Med. (2006) 40:146-155.

G B. Garcia, Acta Toxicol. Argent. (2006) 14:32-36.

M Henze, Z. Hoppe-Seyers, Physiol. Chem. (1911) 72:494-501.

T Ueki, H. Michibata, Coord. Chem. Rev. (2011) 255:2249-2257.

® R.L. Robson, R.R. Eady, T.H. Richardson, R.W. Miller, M. Hawkins, J. R. Postgate, Nature
g1986) 322:388-390.

A Butler, J.V. Walker, Chem. Rev. (1998) 93:1937-1944.

A Bishayee, A. Waghray, M.A. Patel, M. Chatterjee, Cancer Lett. (2010) 294:1-12.

® T. Chakraborty, A. Chatterjee, A. Rana, D. Dhachinamoorthi, A. Kumar, M. Chatterjee,
BIOChIm Biophys. Acta (2007) 1772:48-59.

® E. Sabbioni, J. Kierab, R.Pietra, 0. Vesterberg, Sci. Total Environ. (1996) 188:49-58.
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2.2. Absorcion, excreciéon y almacenamiento

Aunque los mecanismos de absorcidn, excrecidén y almacenamiento de vanadio
en sistemas vivos no estan bien comprendidos, en el Esquema 1 se representa
brevemente lo que podria ocurrir en animales superiores.

Compuestos de Vanadio
Administracion oral

Absorcién Porcién no absorbida
Orina
Oxovanadio (IV) »  Vanadato(V) Excrecion
\‘ Heces
AN

oxovanadio(lV)-albumina vanadato(V)-transferrina ‘

o] Bili
oxovanadio(lV)-transferrina s

T [l =

Uniones con
lipidos o proteinas

Administracion parenteral (incluyendo el higado y
el tejido 6seo)

Compuestos de vanadio Tejidos /

Esquema 1. Principales rutas de absorcion, distribucion y excrecion de los compuestos de
vanadio.

Varios informes demuestran que el vanadio es absorbido pobremente
en el tracto gastrointestinal (solo un 10 %). Diversos estudios sugieren que la
mayor parte del vanadio ingerido se transforma en la forma catiénica en el
estobmago antes de ser absorbido en el duodeno a través de un mecanismo
desconocido. El vanadio en forma de vanadato(V) aniénico (VO3) puede ser
absorbido en gran parte (alrededor de cinco veces mas que el oxovanadio(lV))
a través del sistema de transporte anidnico'. El vanadato intracelular puede
ser reducido a V(IV)O*" por varios reductores fisioldgicos como el glutation
(GSH), catecoles y otros constituyentes celulares''. Luego ambas especies,
vanadato(V) y oxovanadio(lV) son transportados por proteinas a través de la

0B, Mukherjee, B. Patra, S. Mahapatra,P. Banerjee, A. Tiwari, M. Chatterjee ,Toxicol. Lett.
$2004) 150:135-143.
. Liu, D.J. Reuland, L. Rosenhein, Z. Xin Cao, L.A. Franklin, Supriya Ganguli, Metabolism
(1997) 46:562-572.
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sangre hacia los tejidos. Finalmente el vanadio absorbido se excreta por heces
y a través de la bilis y la orina.

La suplementacion oral e intraperitoneal en modelos animales demostré
que el vanadio se acumula en cerebro, pancreas, pulmones, testiculos,
corazon, bazo, higado y principalmente en huesos® 2.

Estudios in vitro demostraron que aquellas drogas que contienen
vanadio ejercen un efecto estimulador sobre lineas celulares osteoblasticas.
Sin embargo, aun no se han determinado los efectos in vivo de los
compuegtos de vanadio sobre la incorporacion de este elemento a los
huesos *.

2.3. Impacto de la deficiencia de vanadio en animales superiores

Diversos reportes demostraron que aquellas cabras que han sido alimentadas
con dietas deficientes en vanadio exhiben tasas de aborto altas y disminucion
en la produccién de leche'. Otras alteraciones bioguimicas en estos animales
incluyen disminucion de los niveles de enzimas como isocitrato deshidrogenasa
y lactato deshidrogenasa, creatinina sérica, betalipoproteinas y glucosa sérica.
Dentro de las anormalidades fisicas se incluyen hinchazén de las
articulaciones y deformaciones esqueléticas en los miembros anteriores.
También se ha reportado que los compuestos de vanadio modulan los niveles
de hormonas tiroideas en la sangre, debido a esto si los animales son privados
de este elemento exhiben disminucion del peso de la glandula tiroides y de la
relacion peso de la tiroides/peso corporal. Los compuestos de vanadio también
afectan el metabolismo de la glucosa y los lipidos. En ciertos animales como
pollos y ratas, los sintomas de deficiencia son retardo en el crecimiento,
deterioro de la reproduccion, alteracion del metabolismo de los lipidos e
inhibicion de la Na(l)/ K(1) ATPasa en el rifién, el cerebro y en el corazén™.

2.4. Propiedades quimicas y bioquimicas de vanadio

El vanadio posee una geometria bien definida de su esfera de coordinacion
interna con respecto a los estados de oxidacion habituales del metal [V(lII),
V(IV), V(V)], mientras que la esfera externa no esta bien delimitada. Por lo
tanto, hay una donacion de un par de electrones desde los ligandos a la esfera
interna del metal, confiriéndole a la unién un alto grado de caracter covalente.
La facilidad relativa con la que un ligando puede entrar y salir de la esfera de
coordinacion determina que un complejo sea denominado como "labil",
mientras que un falta de movimiento caracteriza a los mismos como "inertes""”.

El vanadio existe en solucién acuosa como tetravalente (V(IV)O*?) y
pentavalente (HVO42, VO3 y/o HoVO4). Especies de vanadio monoméricas y
poliméricas tetravalentes y pentavalentes pueden estar presentes en
soluciones acuosas y su composicion depende del pH y de la concentracion del
metal. En presencia de agentes oxidantes el vanadio esta presente como
HVO42 o HoVO4 a concentraciones micromolares cerca del pH neutro mientras

"2 E_J. Baran, J. Inorg. Biochem. (2000) 80:1-10.

¥ D.M. Facchini, V.G. Yuen, M.L. Battell, J.H. McNeill, M.D. Grynpas, Bone (2006) 38:368-377.
My, Badmaev, S. Prakash, M.Majeed, J. Altern. Complem. Med. (1999) 5:273-291.

'S A. Morinville, D. Maysinger, A.Shaver, TIPS (1998) 19:452-460.

27



que la presencia de agentes reductores intracelulares o extracelulares (por
ejemplo glutatién) reduce el anion al catién V(IV)O? en pocos minutos.

Una de las caracteristicas mas relevantes e interesantes del vanadato es
su similitud en cuanto a carga y estructura con el fosfato. En la Figura 1 se
muestran las analogias estructurales entre las formas monoprotonadas. Se ha
demostrado que el vanadato puede formar vinculos estéricos de manera
analoga al fosfato y esto puede ser la base de muchos efectos bioldgicos,
particularmente la inhibicidn enzimatica'®.

2 2
O_’ O_|

u ]
10 10
|70 1.0

HO o HO 0

Figura 1. Analogias entre el vanadato y el fosfato.

2.5. Quimica del vanadio(lV) en solucién acuosa

La especie mas conocida de vanadio(lV) es el catién oxovanadio(lV) (V(IV)0**
o [VO(H20)s]*). Dicho catién es estable a pH acido y es la especie mayoritaria
apH 3.

0

Hzo\UyOHZ

H,0" ‘\OHZ
OH,

Figura 2. Estructura del cation [VO(H20)s]*".

Cuando el pH aumenta a un valor de 4, se pierde un proton (los valores
de pKa reportados se encuentran en un rango entre 5,00 y 6,04) y la especie
hidrolizada que se forma en solucion es [VO(H20)4OH]" (esquemas 2 y 3). El
esquema 2 muestra la distribucion de especies de vanadio(IV) que existe a
concentracion nanomolar (nM) y el esquema 3 muestra la distribucion de
especies pero a concentracion micromolar (UM).

'S E. Tsiani, I.G. Fantus, TEM (1997) 8:51-58.
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_H+ _H+ _H+
[VO(H,0)s]”" &—> [VO(H:0),0H]" == "[(VO),(OH)s] o——2 [VO(OH):]
+H+ +H+ +

+H

%{[VO(OH)]. }**

Esquema 2. Productos obtenidos por la hidrélisis de [VO(H20)s]** a concentracién nanomolar de
vanadio(IV)

El hidréxido insoluble [VO(OH),]» se encuentra en equilibrio con especies
mondmericas cargadas positiva y negativamente.

+

-H -H* =VH* =VH"
[VO(H20)s]** &—> [VO(H,0),0H] 7= [VO(OH),], <—"%[(VO)2(OH)s] 4‘_' [VO(OH)s]
+H* +H* +H* Tl , +,H" lT ,

2{[VO(OH)], }** YVal(VO)4(OH)10]*  Y2[(VO)2(OH)e]*

Esquema 3. Productos obtenidos por la hidrélisis de [VO(HzO)s]2+ a concentraciones micromolares
hasta milimolares de vanadio(lV).

Una vez que se forma la especie [VO(H20);OH]" aparece un dimero
silencioso en el espectro de resonancia paramagnética electronica (EPR)
(VA{[VO(OH)]2 }**). Si el pH de la solucién aumenta a un valor por encima de 5
se observa una disminucién abrupta en la intensidad de la sefial de EPR por
formacion de la especie insoluble [VO(OH),].

A un pH mayor, esta ultima especie se disuelve para formar el dimero
[(VO)2(OH)s] y finalmente el mondmero [VO(OH)s]. Este ultimo fue
caracterizado por espectroscopia EPR y UV-vis mientras que la formacion del
dimero fue deducida por andlisis potenciométrico.

La formula [VO(OH)s] parece ser que implica una especie
tetracoordinada. Sin embargo, los estudios experimentales son consistentes
con la especie hexacoordinada.

Los métodos empleados no proporcionan informacion exacta sobre la
cantidad de moléculas de agua asociadas al idn metalico en solucion.
Presumiblemente, dos moléculas de agua estan asociadas con el i6n
[VO(OH)3(H20),]". Tal estequiometria podria convertir este anién en el catién
oxovanadio(lV) a través de tres pasos de protonacion sin cambios en la esfera
de coordinacion’.

D.C. Crans, J.J. Smee, E. Gaidamauskas, L. Yang, Chem. Rev. (2004) 104:849-902.
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2.6. Toxicidad de compuestos de vanadio en animales y humanos

La administracion de compuestos de vanadio en seres humanos y animales
revela que este elemento puede ejercer diversos efectos toxicos. Los estudios
en animales (principalmente en ratas y ratones) demostraron que dichos
efectos estan relacionados con la especie, la dosis, la ruta y la duracién de la
administraciéon, asi como con la naturaleza del compuesto. Cuando se
administraron estos compuestos a personas que sufrian diabetes mellitus o
enfermedad de las arterias coronarias en tratamientos a corto plazo (maximo
de 4 semanas), el efecto secundario mas comun fue una leve perturbacion
gastrointestinal. Por inhalacion, los sintomas principales son irritacion de los
ojos y del tracto respiratorio superior con sangrado nasal, tos, rinitis y dolor de
garganta.

La toxicidad aguda en animales por ingestion de compuestos de vanadio
lleva a disturbios nerviosos, paralisis de los miembros, falla respiratoria,
convulsiones, deposiciones sanguinolentas y muerte?.

En gatos la administracion de NaVOj; por via intravenosa produjo
vasoconstriccion renal y disminucién de la filtracion glomerular'®,

2.7. Importancia farmacolégica y terapéutica de los compuestos de
vanadio

Los usos farmacolégicos del vanadio incluyen disminucion en los niveles de
colesterol y triglicéridos, efectos diuréticos y natriuréticos, efectos
anticancerigenos, contraccion de los vasos sanguineos, mejora de la afinidad
del oxigeno por la mioglobina y la hemoglobina™.

Se han reportado varios trabajos que indican que la administracion
exégena de vanadato(V) y oxovanadio(lV) puede disminuir los niveles de
glucosa, estimular la ingesta de hexosas, y la oxidacion de la glucosa, ya que
estos compuestos actlian como agentes insulino-miméticos'®.

Por otro lado, Wang y colaboradores demostraron que un compuesto de
vanadio (bis(maltolato)oxovanadio(lV)) puede aumentar la sensibilidad a la
insulina en el tejido adiposo y disminuir el apetito y la grasa corporal por
disminuciéon de los niveles del NPY (neuropéptido hipotalamico Y) en el
hipotalamo. Esto sugiere que este complejo puede ser utilizado como un
agente anti-obesidad®.

El VOSO, es utilizado para mejorar el rendimiento de los atletas que
realizan levantamiento de pesas. Existen ciertas preocupaciones sobre su uso
ya que dichos compuestos de vanadio pueden causar anemia y alteraciones en
los globulos blancos pero Fawcet y colaboradores realizaron diversos estudios
y no observaron dichos efectos hematologicos?'.

'8 J.A. Larsen, 0.0. Thomsen, Acta Physiol. Scand.(1980) 110:367-374.

"9 L.H. Cazarolli, L. Zanatta, A.P. Jorge, E. de Sousa, H. Horst, V.M. Woehl, M.G. Pizzolatti,
B. Szpoganicz, F.R. Mena Barreto Silva, Chem-Biol. Interact. (2006) 163:177-191.

20, Wang, V.G. Yuen, J.H. McNeill, Metabolism (2001) 50:667-673.

2P Fawcet, S.J. Farquhar, T. Thou, B.I. Shand, Pharmacol. Toxicol. (1997) 80:202-206.
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2.8. Efectos anticancerigenos de compuestos de vanadio

Los mecanismos universales por los cuales los compuestos de vanadio ejercen
su actividad anticancerigena estan resumidos en el Esquema 4.

Uno de los mecanismos principales esta basado en la interconversion
entre vanadio(lV) y vanadio(V) en el medio bioldgico, donde los compuestos de
este metal generan estrés oxidativo, asi, sus efectos anticancerigenos y
citotdxicos estan atribuidos al aumento de la produccion de radicales libres.

Efectos anticancerigenos de los compuestos de vanadio

—/

Clivaje de ADN Activacion de Inhibicion de PPTs (proteina Produccion de radicales
enzimas tirosina-fosfatasas) y/o & libres
xenobidticas activacion de PKTs (proteina
tirosina kinasas)

Citotoxicidad

Inactivacion de los Clivaje de ADN
metabolitos derivados de
carcinégenos

Lipoperoxidacion de
las membranas

L Citotoxicidad

Quimioprevencioén L

Activacion de los caminos de

transduccion de sefales Arresto (detencién)

del ciclo celular

)// Apoptosis Inhibicién de la

proliferacién celular

Ir.lvtersw.)n dT Modulacion de moléculas
resistencia a las de adhesion
drogas
¢ Expresion de genes
Inhibicion de la invasion y oncosupresores
metastasis

Esquema 4. Presentacion esquematica de las acciones a través de las cuales ejercen sus efectos
antitumorales los compuestos de vanadio.
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Las siguientes reacciones tienen lugar dentro de las células:

V(V) + NADPH — V(IV)O? + NADP* + H*
V(IV)O? + O— V(V) + 3120,
2V(V) + 30, 2[V(IV)0-00']

Estas reacciones conducen a la formacion del radical peroxovanadilo
(IV(IV)O-00]) e hidroperéxido de vanadilo ([V(IV)O-OH)%.

Como se mostré anteriormente el radical O, es transformado en H,0,
por la enzima SOD. Finalmente:

V(IV)O?* + H,0p— V(V) + OH™ + OH'

Otro mecanismo esta basado en la similitud entre vanadato y fosfato
(como se mostrdé anteriormente), esto permite a los compuestos de vanadio
ejercer sus efectos sobre las vias de transduccion de sefiales inhibiendo a las
proteinas tirosina fosfatasas®.

Por otro lado, los complejos de vanadio ejercen efectos antiproliferativos
y, en algunos casos proliferativos, sobre algunos tipos de lineas celulares.
Para algunas sales de vanadio se ha observado un efecto bifasico en la
proliferacién celular, esto es, a una concentracion menor a 1x107'° M de estos
compuestos se estimula la proliferacion de células tumorales y a una
concentracion mayor a 1x10™"° M se inhibe la formacion de tumores.

Aparentemente el mecanismo por el cual estos complejos ejercen sus
efectos antiproliferativos (tanto en lineas celulares normales como tumorales)
es el arresto del ciclo celular. Esta detencién del ciclo celular a través de los
complejos de vanadio puede estar mediada por la inhibicién de las proteinas
tirosina fosfatasas o por la activacion de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (superfamilia de las MAPKs)?*,

También existe evidencia que indica que los complejos de vanadio
inducen la ruptura del ADN, pero no reaccionando directamente con sus
componentes sino a través de la produccion de ROS. A través de estudios de
EPR se demostré que los radicales OH’ generados cuando el oxovanadio(lV)
reacciona con H,0, son los que participan en la ruptura del ADN%.

V(IV)0?* + H,0, — V(V)O,* + OH" + H*
La necrosis y la apoptosis son dos mecanismos que llevan a la muerte

celular por vias diferentes. La necrosis es el resultado de efectos citotdxicos los
cuales inducen inflamacion en las células pero no se observan cambios

22 M. Valko, C.J. Rhodes, J. Moncol, M. Izakovic, M. Mazur, Chem. Biol. Interact. 160 (2006) 1-
40.

> Q. Wang, T.T. Liu, Y. Fu, Kui Wang, X.G. Yang, J. Biol. Inorg. Chem. (2010) 15:1087-1097.
** A.M. Evangelou, Crit. Rev. Oncol. Hematol. (2002) 42:249-265.

5 H. Sakurai, Environ. Health Perspect. (1994) 3:35-36.
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morfologicos en los nucleos, sino que la muerte se debe a que se dafia la
membrana celular y hay pérdida de citoplasma y contenido nuclear.

En el otro caso, la apoptosis, se caracteriza principalmente por la
condensacion citoplasmatica y nuclear, fragmentacion del nucleo, presencia de
burbujas en las membranas y también aparecen los denominados “cuerpos
apoptéticos” (fragmentos citosolicos que contienen restos picnoticos de
nucleos). Si bien este es un proceso fisiologico, la regulacion inapropiada del
mismo puede dar lugar a diversas condiciones patologicas, entre las que se
encuentra el cancer.

La regulacion por parte de los compuestos de vanadio de las vias de
sefalizacion celular puede influir, ademas de lo visto anteriormente, en la
muerte celular programada?*.

2.9. Tratamiento antineoplasico

El tratamiento ideal contra el cancer de cualquier compuesto debe cumplir con
ciertos criterios y ejercer los siguientes efectos selectivos sobre las células
malignas:

(a) reduccién de la tasa de crecimiento celular (efecto antiproliferativo).
(b) acciones citotéxicas y/o citostaticas, expresadas por necrosis o apoptosis.

(c) reduccién y/o inhibicibn de la invasién o potencial metastasico de las
células.

(d) disminucion o ausencia de potencia para inducir la resistencia celular.

Algunos compuestos de vanadio son capaces de cumplir con estas
condiciones, ya sean ejercidas en conjunto o por separado, a través de una
variedad de mecanismos celulares®.

2.10. ¢ Cual es la importancia de complejar al V(IV)0?*?

La actividad antitumoral del cisplatino (cis-diamino-dicloroplatino(ll)) fue
descubierta hace mas de 40 afos y desde ese momento dicho compuesto fue
utilizado como un farmaco quimioterapéutico potente. El cisplatino juega un
papel fundamental en el tratamiento frente a algunos tipos de cancer: testiculo,
vejiga, ovario, cuello, cabeza, colorectal y puimén®. Debido a que ciertos tipos
de tumores malignos presentan resistencia al tratamiento con el cisplatino, se
sintetizaron diversos analogos del mismo como el carboplatino (cis-
diamino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato) platino(ll)) y el lobaplatino (cis-[trans-1,2-
ciclobutanbis(metil-amina)-N,N']-[(2S)-lactato-O",0%]-platino(ll)) y sus derivados.
Estos son los denominados compuestos de platino de segunda generaciéon?’.

% B, Koberle, M.T. Tomicic, S. Usanova, B. Kaina, Biochim. Biophys. Acta (2010) 1806:172-
182.
7R, Bakhtiar, E.I. Ochiai, Gen. Pharmacol. (1999) 32:525-540.
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A partir de estos descubrimientos se comenz6 a estudiar la aplicacion de
diferentes complejos metalicos como agentes terapéuticos. En particular, una
gran variedad de compuestos de vanadio han sido sintetizados, en un esfuerzo
por ofrecer una mejor tolerancia, una accion mas potente, una mayor
selectividad y menor toxicidad en los tratamientos terapéuticos por ejemplo en
diabetes, osteogénesis y cancer®. Por otro lado, la complejacion de este cation
permite aumentar la absorcion del vanadio en el tracto gastrointestinal®®.

211. Aalgunas evidencias sobre la actividad antitumoral de complejos con
V(IV)0**

Existe evidencia que complejos de vanadio con diversos ligandos ejercen una
accion citotoxica muy fuerte frente a diversos tipos de cancer. Dong y
colaboradores sintetizaron 4 complejos de vanadio utilizando como ligandos
1,10-fenantrolina y 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina y encontraron que estos
compuestos exhiben una potente actividad citotdéxica sobre las células de
leucemia linfoblastica aguda. Dicha actividad esta modulada por el entorno de
coordinacion®. El complejo  sulfato de bis(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)
oxovanadio(lV) o Metvan es un agente anticancerigeno potente, cuya
propiedad es inducir la apoptosis de células de leucemia humana, células de
mieloma multiple y una serie de tumores soélidos derivados de pacientes con
cancer’'. También existen reportes de un nuevo complejo de oxovanadio(lV)
con curcumina, el cual es mas efectivo que el ligando libre frente a células de
linfoma de ratén®.

En nuestro grupo de trabajo, se trabajd6 con el complejo de
oxovanadio(lV) con hesperidina, el cual fue testeado frente a dos lineas
tumorales, UMR106 (derivadas de osteosarcoma de rata) y Caco-2
(adenocarcinoma de colon) observandose que mejora el efecto antiproliferativo
del ligando lo cual se correlaciona con alteraciones morfolégicas que se
traducen en apoptosis®.

Ciertos resultados revelan que el complejo VO-salen (donde salen es
N,N’-etilen bis(salicilimina)) inhibe la proliferacion de las células K562
(derivadas de leucemia mieloide crénica, establecida a partir de un derrame
pleural de personas con crisis blastica), pero no se observan alteraciones
morfoldgicas, ni en el grado de apoptosis ni en la diferenciacion. Esto da idea
que este compuesto tiene efecto citostatico e inhibe el ciclo celular en las fases
G2/N§A También se encontré que este efecto se potencia con el agregado de
taxol™.

3. Benitez, L. Guggeri, I. Tomaz, J. Costa Pessoa, V. Moreno, J. Lorenzo, F.X. Avilés, B.
Garat, D. Gambino, J. Inorg. Biochem. (2009) 103:1386-1394.
2 \/.G. Yuen, C. Orvig, J.H. McNeill, Canadian J. Physiol. Pharmacol. (1993) 71:263-269.
¥, Dong, R.K. Narla, E. Sudbeck, F.M. Uckun, J. Inorg. Biochem. (2000) 78:321-330.
¥1'0.J. D'Cruz, F.M. Uckun, Expert Opin. Investig. Drugs (2002) 11:1829-1836.
%2 K. Mohammadi, K.H. Thompson, B.O. Patrick, T. Storr, C. Martins, E. Polishchuk, V.G. Yuen,
J.H. McNeill, C. Orvig, J. Inorg. Biochem. (2005) 99:2217-2225.
¥ s.B. Etcheverry, E.G. Ferrer, L. Naso, J. Rivadeneira, V. Salinas, P.A.M. Williams, J. Biol.
Inorg. Chem. (2008) 13:435-447.
A, Meshkini, R. Yazdanparast, Exp. Mol. Pathol. (2010) 89:334-342.
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2.12. Algunos aspectos de la quimica vanadio
2.12.1. Estados de oxidacion y estereoquimica

El vanadio presenta diferentes estados de oxidacion que van desde -l hasta +V
siendo los estados (lll), (IV) y (V) los mas relevantes en sistemas bioldgicos.

Si bien el vanadio(lll) es un ejemplo conocido (se encuentra en los
vanadocitos de la sangre de los tunicados), los estados de oxidacion IV y V son
los mas accesibles bajo condiciones fisiologicas.

En la tabla 1 se resumen los principales estados de oxidacion y la
estereoquimica del vanadio®.

Estado de oxidacion Numero de | Geometria
coordinacion
V(i) (d%) 3 Planar
4 Tetraédrica
5 Bipiramide trigonal
6 Octaédrica
7 Bipiramide pentagonal
V(IV) (d") 4 Tetraédrica
5 Bipiramide trigonal
6 Octaédrica
7 Bipiramide pentagonal
8 Dodecaédrica
V(V) (d) 3 Planar
4 Tetraédrica
5 Bipiramide trigonal
6 Octaédrica
7 Bipiramide pentagonal

Tabla 1. Principales estados de oxidacion y estereoquimica del vanadio.
2.12.2. Espectro electrénico del catiéon V(IV)0?

Como observamos anteriormente, el catién oxovanadio(lV) se encuentra en
solucién como cation [VO(H20)s]** con geometria octaédrica.

En base al esquema de niveles moleculares propuestos por Ballhausen
y Gray®® para el cation [VO(H-0)s]** con simetria Cy4y, las bandas de absorcidn
pueden ser asignadas a las siguientes transiciones:

* N.N. Greenwood, A. Earnshaw, Chemistry of the elements, 2nd Ed, Butterworth-Heinemann,
(1997).
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-Bandal: B, —»’E(I) 0 b,—> e 0 dyy —dys,dy; (~ 770 nm)
-Banda Il: B, —?B+(l) 0 b,—> by 0 dyy —>d%,* (~625nm)
-Banda Ill: 2B, —?A(l) 0 b,—> a; 0 dyy —>d,?

Esta ultima banda generalmente se encuentra enmascarada por una
banda intensa de transferencia de carga ubicada alrededor de 330 nm. Debido
a que esta banda de transferencia de carga se encuentra en la misma posiciéon
tanto en solucién acuosa como en el espectro de reflectancia difusa del catién
V(IV)O?* y el espectro cristalino de VOS0,4.5H,0 se puede sugerir que estas
transiciones involucran los orbitales 1 del oxovanadio(IV).

Para formar los orbitales moleculares, Ballhausen y Gray tomaron en
cuenta que el enlace V=0 es muy fuerte, que las 4 moléculas de H,O en el
plano son equivalentes y que la molécula de H,O en la posicién axial se
encuentra débilmente unida al centro metalico.

Si se acepta el modelo de Ballhausen y Gray y simetria Ca,, los orbitales d del
vanadio se desdoblan como se indica en la Figura 3.

d22
—— &y

Figura 3. Desdoblamiento de los orbitales d del vanadio.

Cabe esperar entonces que se produzcan tres bandas correspondientes
a transiciones d-d desde el orbital d,y, ocupado con un electron, a los restantes
orbitales vacios. La banda de absorcién localizada en 760 nm corresponde a la
transicion dyy, — (dy, dy;) y la banda de absorcion situada en 625 nm a una
transicion dy, — d,%,%. No se aprecia la banda correspondiente a la transicién
dyy —» d,? porque se presenta solapada con la banda de transferencia de
carga en la zona ultravioleta. En esta region se manifiesta una banda a 220 nm
y un hombro a 240 nm, que se atribuyen a la transferencias de carga del grupo
V=0. La banda a 220 nm corresponde a la transicion de un electron desde
orbitales pr; del oxigeno a orbitales dy,, d,, del vanadio y el hombro a 240 nm a
una transferencia al orbital dyy.

También se ha observado en varias oportunidades en complejos con
V(IV)O?" la aparicién de 4 bandas en el espectro de absorcion®® (Figura 4),
las cuales son atribuidas a la reduccidn de la simetria del campo de ligandos y
se explica en base al “modelo de cluster’ que predice que la banda | del
modelo de Ballhausen y Gray contiene tres transiciones electronicas con
energias similares.

% C. J. Ballhausen, H.B. Gray, Inorg Chem (1972) 1:111-122.
STE, Garribba, G. Micera, A. Panzanelli, Inorg. Chem. (2003) 42:3981-3987.
% J. Selbin, L. Morpurgo, J. Inorg. Nucl. Chem. (1965) 27:673-678.
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Figura 4. Espectros electrénicos de absorcion de Compuestos de coordinacion con el catiéon
oxovanadio(lV). Tomado de Garribba y colaboradores®. a) [VO(incoIato)z]z',
b) [VO(D-L mandelato);]%, c) [VO(benzilato),]*

2.12.3. Espectro infrarrojo (FTIR)

Selbin y colaboradores® realizaron un estudio sobre 51 complejos de
oxovanadio(lV), registrando sus espectros infrarrojos en la regién de 5000 a
650 cm’', tanto en estado sélido como en solucion. De los resultados obtenidos
se deduce que la frecuencia de estiramiento del grupo V=0 oscila en un
margen de 985 + 50 cm™, observando, ademas, que el efecto de las fuerzas
reticulares resulta practicamente despreciable en el desplazamiento de las
frecuencias, ya que esta variacion no es superior a £ 5 cm™’ entre el producto
sélido y la solucion. Sin embargo, los ligandos unidos al V(IV)O*" ejercen un
marcado efecto en la frecuencia de estiramiento del enlace V=0 y las
modificaciones que se producen permiten deducir las caracteristicas
estructurales y de enlace del compuesto.

El enlace V=0 es un enlace multiple que consta de un enlace o
superpuesto a otro de donacion p;— dy de oxigeno a vanadio. El grado de
donacion depende de la tendencia que presenta el atomo de oxigeno a ceder
electrones y el atomo de vanadio a aceptarlos. El oxigeno cede electrones a
consecuencia de su elevada densidad electronica por tener la capa de valencia
llena y ser un atomo de escaso volumen. Esta tendencia a ceder electrones del
oxigeno no se modifica por los ligandos coordinados al grupo V(IV)O?* mientras
que las propiedades aceptoras del atomo de vanadio si resultan afectadas por
los ligandos, ya que al coordinarse estos por intermedio de enlaces o, aumenta
la densidad electrénica en el atomo de vanadio, por lo que presentara menor
tendencia a aceptar electrones, resultando menor la donacion p; — dn . Con
ello se produce una disminucién en la fuerza del enlace, desplazandose a
menores frecuencias de estiramiento. Por lo tanto, cuanto mayor es la
capacidad dadora ¢ de los ligandos menor sera el orden de enlace V=0.

En la tabla 2 se muestran una serie de frecuencias asignadas a la
vibracion del enlace multiple V-O para algunos compuestos.

% J. Selbin, L.H. Holmes Jr, S.P. McGlynn, J. Inorg. Nucl. Chem. (1963) 25:1359-1369.
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Compuesto v(V=0) cm™

VO(ox).2H,0 986

V0S80,.5H,0 1003,1017,975
VO(acac), 996
VO(mal).2H,0 1000
VO(malon).2H,0).2H,0 990
VOCI,.H,0 990
VOBrz.Hzo 996
VO(H,0)5(Cl0,), 1005

Tabla 2: Algunas frecuencias de estiramiento V=0
para compuestos de oxovanadio (IV).

(Ox: oxalato; acac: acetilacetonato; mal:maleato;malon: malonato)
2.12.4. Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electronica (EPR)

La espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (EPR) es una
herramienta poderosa que provee informacién sobre la composicién elemental,
la nuclearidad (presencia de muchos centros magnéticos) y la estructura
electrénica de los estados paramagnéticos™.

La naturaleza de los ligandos involucrados en la coordinacién con el
centro metalico puede determinarse con una muy buena aproximacién
mediante la conocida “regla de aditividad” (Additivity rule) descripta por
Chasteen®'. Utilizando la férmula de la sumatoria, podemos estimar la
componente hiperfina A, para diferentes composiciones de ligandos:

Az=2ni Az

donde n; es el numero de ligandos ecuatoriales de tipo i y A, es la contribucion
al acoplamiento hiperfino paralelo de cada uno de ellos. El procedimiento
consiste en estimar, a priori, el entorno probable de coordinacién, considerando
luego la contribucion a la constante de acoplamiento hiperfino de los diferentes
modos de coordinacion, cuyos datos se encuentran publicados en la
literatura*** (tabla 3), y finalmente comparar los mismos con los valores
experimentales, por lo tanto debe existir una buena concordancia dentro del
error experimental*44°:46:47:48.49.50.51

0 T.S. Smith Il, R. LoBrutto, V.L. Pecoraro, Coord. Chem. Rev. (2002) 228:1—18.
“1 LJ. Berliner, J.Reuben (eds). Chasteen ND. Biological magnetic resonance (1981) vol 3

Plenum, New York.

*2M. Cardenas, M. Marder, V.C. Blank, L.P. Roguin, Bioorg. Med. Chem. (2006) 14: 2966—2971
43 J. Costa Pessoa, . Cavaco, |. Correia, I.Tomaz, T. Duarte, P.M. Matias, J. Inorg. Biochem.
s2000) 80:35-39.

* E. Chruscinska, E. Garribba, G. Micera, A. Panzanelli, J. Inorg. Biochem. (1999) 75:225-232
“p Buglyo, E.Kiss, I. Fabian, T. Kiss, D. Sanna, E. Garribba, G. Micera, Inorg. Chim. Acta
s2000) 306:174-183.

® G.R. Hanson, Y. Sun, C. Orvig, Inorg. Chem. (1996) 35:6507—6512.

473.S. Amin, K. Cryer, B. Zhang, S.K. Dutta, S.S. Eaton, O.P. Anderson, S.M. Miller, B.A. Reul,

S.M. Brichard, D.C. Crans, Inorg. Chem. (2000) 39:406-416.

“®C.P. Stewart, A.L. Porte, J. Chem. Soc. Dalton Trans. (1972) 1661-1666.
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Grupo Contribucion A
(x 10 cm™)
co 44,7
Etanol 45,7
ArO’ 38,6
H.0 45,7
COO’ 421

Tabla 3. Contribucién a A, de los diferentes grupos (en cm™).

La espectroscopia de resonancia paramagnética electronica muestra la
transicion entre los estados de espin electronicos separados por la presencia
de un campo magnético externo. Esos estados se encuentran separados por
una energia que depende del valor de g. Este valor, en el caso de un electrén
libre es 2,0023 pero para oxovanadio(lV) es menor (1,95). Estos estados
electronicos son luego separados por la interaccion con el espin nuclear
(acoplamiento hiperfino).

En el caso del oxovanadio(lV), el espin del nucleo de °'V es I=7/2 y los
estados son divididos en 2 | + 1 = 8 estados energéticos diferentes, separados
por la constante de acoplamiento hiperfino, A. Como vimos anteriormente, esta
constante, (especificamente A;) permite correlacionar con el tipo y numero de
ligandos presentes en el plano ecuatorial. Las reglas de selecciéon para las
transiciones electrénicas son AMs= 1y AM, = 0.

Esto da lugar a la formacion de

un espectro de 8 lineas para el we
oxovanadio(lV) (Figura 5)*2. Como se F oo
menciona en el capitulo de materiales

y métodos, la asignacion de los

espectros de EPR se realiza mediante J

la simulacidon de los mismos por
medio del programa WINEPR
SimFonia.

me |, Jfﬁﬂﬁ

Figura 5. Espectro de resonancia
paramagnética electronica de 8 lineas
propio de la especie [VO(H20)5]2+ a
temperatura ambiente. Tomado de Smith
y colaboradores®

9P, Caravan, L. Gelmini, N. Glover, F. Geoffrey Herring, H. Li, J.H. McNeill, S.J. Rettig, I.A.
Setyawati, E. Shuter, Y. Sun, A.S.Tracey, V.G. Yuen, C. Orvig, J. Am. Chem. Soc. (1995)
117:2759-12770.

% T Kiss, T. Jakush, M. Kilyén, E. Kiss, A. Lakatos, Polyhedron (2000) 19:2389-2401.

“TC. Delgado, A.l. Tomaz, I. Correia, J. Costa Pessoa, J.G. Jones, C.F.G.C. Geraldes, M.
Margarida, C.A. Castro, J. Inorg. Biochem. (2005) 99: 2328-2339.

2 T7.S. Smith II, R. LoBrutto, V.L. Pecoraro, Coord. Chem. Rev. (2002) 228:1-18.
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Capitulo Il

3.1. Caracterizacion fisicoquimica
3.1.1. Introduccién: ligandos
3.1.1.1. Crisina

La crisina (Figura 1) (5,7-dihidroxiflavona) es un flavonoide natural que se
encuentra en muchos extractos de plantas, en la miel y el propdleo. Varios
estudios recientes han demostrado que la crisina tiene multiples actividades
biolégicas, tales como efectos antiinflamatorios, anticancerigenos y antioxidativos.

También puede ser potencialmente utilizada para aplicaciones clinicas y
terapéuticas contra los efectos fisioldgicos y bioquimicos del envejecimiento’. Este
ligando a su vez, puede inhibir el metabolismo del carcinégeno benzo [a] pireno en
células embrionarias de hamster y en tejidos en cultivo y aumenta
significativamente la citotoxicidad del FNT (factor de necrosis tumoral)®. Se ha
reportado que la crisina inhibe la proliferacion de células tumorales humanas (Hela
y KB (células de carcinoma orofaringeo), Cls=13uM y murinas (LM3
(adenocarcinoma mamario) y B16-FO (melanoma), Cl50=16 pM y Cl50=22 uM
respectivamente)’.

HO O
C

4 3

OH @)

Figura 1. Estructura de la crisina.

3.1.1.2. Silibinina

El extracto de flores y hojas de Sylibum marianum (Cardo de Santa Maria)
contiene una mezcla de flavolignanos llamada silimarina compuesta por silibinina,
isosilibinina, silicristina y silidianina®. Los lignanos, presentes en plantas, son una
de las principales clases de fitoestrégenos polifendlicos con un esqueleto de
dibencilbutano y poseen actividad antioxidante.

La silibinina (Figura 2) es el principal y mas activo componente de silimarina.

"EK. Shin, H.S. Kwon, Y.H. Kim, H.K. Shin, J.K. Kim, Biochem. Bioph. Res. Comm. (2009)
381:502-507.

> X. Zheng, W.D. Meng, Y.Y. Xu, J.G. Cao, F.L. Qing, Bioorg. Med. Chem. Lett. (2003) 13:881-
884.

% M. Cardenas, M. Marder, V.C. Blank, L.P. Roguin, Bioorg. Med. Chem. (2006) 14:2966-2971.

4 T.K. Maiti, K.S. Ghosh, A. Samanta, S. Dasgupta, J. Photochem. Photobiol. A: Chem. (2008)
194:297-307.
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Figura 2. Estructura de la silibinina.

Posee propiedades antioxidantes y capacidad de secuestrar radicales
libres®. Este ligando es ampliamente utilizado en terapia humana para el
mejoramiento de la funcion hepatica y como protector contra una serie de
hepatotoxinas (CCls, galactosamina, tert-butilhidroperéxido y faloidina)®. Estudios
in vitro e in vivo revelaron la capacidad de la silibinina de actuar contra el cancer
pleiotrépico incluyendo efectos antiproliferativos y una fuerte muerte por apoptosis
en las células endoteliales. Otros estudios demostraron que este ligando puede
inhibir el crecimiento, arrestar moderadamente el ciclo celular e inducir la
apoptosis de pequefias y no pequeias células de carcinoma de pulmén. También
se ha sugerido que la silibinina activa la cascada de caspasas que es el
mecanismo de induccién de apoptosis en el cancer de prostata’.

3.1.1.3. Morina

La morina (Figura 3) [2-(2,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona]
es un flavonoide que pertenece al grupo de los flavonoles. Se la ha identificado en
frutas, verduras, té, vino y medicinas herbales Chinas. Es un pigmento color
amarillo, aislado de plantas de la familia de las Moraceas®. La morina posee una
fuerte capacidad antioxidante y una gran habilidad para formar compuestos
quelato con iones metalicos.

Dentro de sus efectos biolégicos y bioquimicos se encuentran actividad
antiinflamatoria, anticarcinégena y cardioprotectiva®'®. Ademas, la morina puede
modular la actividad de las enzimas del metabolismo, incluyendo el citocromo
P450 y protege del dafno oxidativo a varias células como miocitos, eritrocitos,
hepatocitos y células endoteliales.

M Gharagozloo, Z. Khoshdel, Z. Amirghofran, Eur. J. Pharmacol. (2008) 589:1-7.

® R. Gazak, A. Svobodova, J. Psotova, P. Sedmera, V. Pikiylova, D Walterova, Vladimir Kiena,
Bloorg Med. Chem. (2004) 12:5677-5687.

M J. Mokhtari, N. Motamed, M.A. Shokrgozar, Cell Biol. Int. (2008) 32:888-892.

& JW. Kim, J.H. Lee, B.Y. Hwang,SH Mun, N.Y. Ko ,D.K. Kim, B. Kim, H.S. Kim, Y.M. Kim, W.S.
Ch0| Biochem. Pharmacol. (2009) 77:1506-1512.

CS Yang, J.M. Landau, M.T. Huang, H.L. Newmark, Annu. Rev. Nutr. (2001) 21:381-406.
' p.C.H. HoUrnan, M.G.L. Hertog, M.B. Katanc, Food Chem. (1996) 57:43-46.
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Figura 3. Estructura de la morina.

Diversos estudios in vitro e in vivo demostraron que este compuesto actua como
un agente quimiopreventivo contra la carcinogénesis oral "

3.1.1.4. Acido clorogénico

En los ultimos anos, los compuestos no-flavonoides con grupos catecol en su
molécula han tenido un creciente interés debido a sus multiples funciones
biologicas y farmacoldgicas'%.

Los acidos hidroxicinamicos como el acido cafeico, ferulico, sinapico y p-
cumarinico estan presentes en una gran cantidad de vegetales y frutas como
arandanos, uvas, salvado, manzanas, lechuga, brécoli y espinaca’.

El acido clorogénico (Figura 4) (acido 3-cafeoil-D-quinico) es un éster entre
el acido quinico y el acido cafeico y es uno de los componentes polifendlicos
mayoritarios presentes en frutas y vegetales™. Este acido es uno de los
componentes de las semillas de café y de las hojas de tabaco y se extrae
comercialmente a partir de las primeras'®.

Al igual que otros polifenoles presentes en la dieta, el acido clorogénico
presenta propiedades antioxidantes. Los estudios in vitro sugieren que este
compuesto elimina radicales generados en fase acuosa, aumenta la resistencia
de las LDL (lipoproteinas de baja densidad) a la peroxidacion lipidica e inhibe el
dafio al ADN. In vivo, cuando se afade en la dieta, inhibe la carcinogénesis
inducida %ul'micamente del intestino grueso, del higado y la lengua en ratas y
hamsters®.

Dentro de las actividades bioldgicas de este ligando se encuentran:
actividad anti-HIV, antioxidante, anticancerigena, antialérgica, modulacidon de la
actividad del citocromo P450, induccion de la apoptosis de las células del

'S, Subash, P. Subramanian, Singapore Med. (2008) 49:650-655.

2 M.D. dos Santos, P.R. Martins, P.A. dos Santos, R. Bortocan,Y. lamamoto, N.P. Lopes, Eur. J.
Pharm. Sci. (2005) 26:62-70.

'3 M.N. Clifford, J. Sci. Food Agric. (1999) 79:362-372.

Y. Kono, S. Sashine, T. Yoneyama, Y. Sakamoto, Y. Matsui, H. Shibata, Biosci. Biotechnol.
Biochem. (1998) 62:22-27.

' R.K.Sharma, M.R. Hajaligol, P.A. Martoglio Smith, J.B. Wooten, V. Baliga, Energ. Fuels (2000)
14:1083-1093.

*M.P. Gonthier, M.A. Verny, C. Besson, C. Rémésy, A. Scalbert, J. Nutr. (2003) 133:1853-1859.
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carcinoma oral de células escamosas y en lineas celulares de tumores de
glandulas salivales'”.

(0]
.
O
- i
0
HO OH

OH

Figura 4. Estructura del acido clorogénico.
3.1.2. Preparacioén de los complejos
[VO(crisina)EtOH]. (VOcrisina)

Se disolvié 1mmol de crisina en 5ml de etanol mediante agitacion continua. Sobre
la misma se agregaron 0,5 mmoles de V(IV)O(acac), (acac:acetilacetonato) sélido
en pequenas porciones manteniendo constante la agitacion. La solucion resultante
(pH=5) se colocé a reflujo durante 1,30 hs. Pasado ese tiempo se observd la
formacion de un precipitado color verde que se filtré por succién y se lavd varias
veces con etanol absoluto. El sélido obtenido se secé al aire.

Anal. Calc. para CesHasO2V2: C, 62,0; H, 3,9; V, 8,2 %. Exp.: C, 61,9 H, 4,0; V, 8,3 %.
El espectro UV-vis obtenido por disolucion en DMSO del complejo VOcrisina (8,3 x
10° M) muestra dos bandas de absorcién ubicadas en 576 nm (3dy—3dx.y2,
£=12,0 M'em™) y 794 nm (3dxy —3dx,, 3dy,, € = 27,7 M cm™).

Na;[VO(silibinina),].6H,0 (VOsilibinina)

Sobre una solucion etanolica de silibinina (0,25mmoles en 10 ml) se agregaron
0,125 mmoles de una solucion acuosa de VOCI; (50%). A la misma se le ajusto el
pH a un valor de 9 utilizando NaOCHj; soélido y se mantuvo bajo calentamiento
suave y agitacién durante 1 hora. Luego de ese lapso se observo la formacién de
un precipitado verde que posteriormente se filtré y lavé al menos 3 veces con
etanol absoluto. Se dejo secar en estufa a 60 °C. Anal. Calc. para CsoHs2027VNay:
C:50,8; H:4,4; V: 4,3; Na:3,9%. Exp: C:50,0; H:4,4; V:4,3; Na:4,0%.

En el espectro UV-vis obtenido por disolucion en DMSO del complejo VOsilibinina
(8,3 x 10° M) se observa la banda d-d caracteristica del oxovanadio(lV) con un

7S, Rakshit, L. Mandal, B. Chandra Pal, J. Bagchi, N. Biswas, J. Chaudhuri, A. Acharya
Chowdhury, A. Manna, U. Chaudhuri, A. Konar,T. Mukherjee, P. Jaisankar, S. Bandyopadhyay,
Biochem. Pharmacol. (2010) 80:1662-1675-
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maximo de absorbancia en 775 nm (=90 M cm™) que presenta en la regién de
alta frecuencia un hombro cuyo maximo esta ubicado en 560 nm.

[VO(morina);H,0].5H,0 (VOmorina)

Se agregaron 0,25 mmoles de una solucion acuosa (50 %) de VOCI, a una
solucion metandlica de morina (10 ml, 0,5 mmol). Se ajusté el pH a un valor de 5
agregando pequeias porciones de NaOCHj; sélido. Luego de un reflujo de 3 horas,
se formd un soélido verde amarronado. Se filtré la suspensidn, se lavd 3 veces con
metanol y se seco en estufa a 60 °C.

Anal. Calc. para C3pH30021V: C:46,3, H: 3,9, V 6,5 %. Exp: C: 46,2, H: 3,9, V: 6,3 %.

El espectro UV-vis obtenido por disolucién en DMSO del complejo VOmorina (7,7
x 10 M) presenta una banda de absorcién en 753 nm (3dxy —3dx., 3dy,, £ =33,11
M ecm™) y un hombro en 560 nm (3d,,—3dx2.y2).

Na[VO(clorog)(H20)3].4H.0 (VOclorog)

Se disolvieron 0,125 mmoles de acido clorogénico (clorog) en 3 ml de una mezcla
metanol:agua (0,5:3) y se agrego el volumen adecuado de una solucién acuosa
de VOCI; (50%) para obtener una relacion 1:1. Se ajustd el pH a un valor de 5 con
una solucion 1M de NaOH. Luego se mantiene la suspension bajo agitacion
continua en atmésfera de N, durante 15 minutos. Finalmente se precipité el sdlido
con alcohol isopropilico, se filtrd por succién y el precipitado violeta obtenido se
lavé varias veces con el mismo alcohol. Se seco en estufa a 60°C.
Anal. Calc. para C1sH290047VNa: C, 33,8 ; H, 5,1 ; V, 9,0; Na, 4,1 %. Exp.: C, 33,5;
H, 5,2; V, 9,2; Na, 4,2 %.

El espectro UV-vis obtenido por disolucién en agua del complejo VOclorog
(2,3 x 10 M) muestra dos bandas de absorcién ubicadas en 555 nm (3dyxy—3dx2-y2
); €2300,9 M'em™ y 864 nm (3dyxy, —3dx, 3dyz, £ =210,2 M cm™).

3.1.3. Caracterizacion de los complejos sélidos

3.1.3.1. Analisis térmico

Para el complejo VOcrisina el contenido de etanol fue confirmado por medidas
termogravimétricas. El TGA (Figura 5) en atmésfera de oxigeno y a una velocidad
de flujo de 50 mi/min demostré en un primer paso (20-193 °C) la pérdida de una
molécula de etanol (Amcac. 7,43%, AMexp. 7,54%). El residuo final obtenido a 800
°C fue caracterizado por espectroscopia infrarroja como V,0s. El peso del residuo
final fue 14,7% y estd de acuerdo con el valor tedrico calculado para la
estequiometria propuesta.

Reaccion de descomposicion:

[VO(crisina),EtOH], —> V05 + otros productos

44



120

100 -

80 A

60 -

Am (%)

40 4

20 A

0 T T T
200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 5. Curva termogravimétrica (TGA) de VOcrisina en atmésfera de O-,

El analisis termogravimétrico para VOsilibinina permitié observar que en
una primera etapa (30-110°C) la pérdida de peso experimental de 9,2% coincidia
razonablemente bien con el valor esperado para la pérdida de las 6 moléculas de
H,O presentes en el complejo. Los productos finales de descomposicion a 800°C
fueron NaVOs; (caracterizado por espectroscopia infrarroja) y NazO. El valor del
residuo final obtenido (12,8%) estuvo de acuerdo con el valor tedrico calculado
considerando los residuos previamente identificados.

Reaccion de descomposicion:

Na[VO(silibinina),].6H,O—— NaVO; + %2 Na,O + otros producto

120

100 A

80 4

60

Am (%)
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Figura 6. Curva termogravimétrica (TGA) de VOsilibinina en atmésfera de O,.

45



Para el caso de VOmorina, en una primera etapa (20-100 °C) se perdieron 5
moléculas de H2O (AMcaica. 11,58 %, Amexp. 11,94 %). La sexta molécula de H»0,
que seria de coordinacién, se perderia a mayor temperatura. Dicho paso
coincidiria con la iniciacion de la descomposicion del ligando. El residuo obtenido a
800 °C (V205) fue caracterizado por espectroscopia infrarroja y su masa coincide
con el valor tedrico (11,71 %).

Reaccion de descomposicion:

[VO(morina);H20].5H,0 —> V705 + otros productos

Am (%)

40 1

20 A

200 400 600 800
Temperatura °C

Figura 7. Curva termogravimétrica (TGA) de VOmorina en atmadsfera de O..

En la descomposicion térmica (Figura 8) del complejo VOclorog se
observan dos etapas: la primera etapa corresponderia a la pérdida de 4 moléculas
de agua y ocurre en el rango de temperatura 20-120 °C (AMexp=12,40%;
AMcaica =12,69%) y la segunda etapa perteneceria a la pérdida de 3 moléculas de
agua de coordinaciéon y ocurre en el rango de temperatura 120-200 °C
(AMexp.=10,20%; AMcacd-=9,52%). El residuo final obtenido a 800°C fue
caracterizado por espectroscopia infrarroja como NaVOs3;. El peso del residuo final
fue 21,11 % y esta de acuerdo con el valor tedrico (21,51%).

Reaccion de descomposicion:

Na[VO(clorog)(H20)3].4H,O— NaVOs; + otros productos volatiles
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Figura 8. Curva termogravimétrica (TGA) de VOclorog en atmosfera de O..

3.1.3.2. Espectros de reflectancia difusa

A continuacion se presentan los datos obtenidos para los espectros de
reflectancia difusa de los complejos preparados. En lineas generales las
posiciones de las bandas concuerdan con las esferas de coordinacion propuestas

para cada uno de ellos™®.
En la Figura 9 se muestra el espectro de reflectancia difusa de VOcrisina,
se observa un hombro en 580 nm y una banda en 650 nm.

144 650 nm

580 nm
08 A

\
0.6 4 \
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500 550 600 650 700 750 800
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Figura 9. Espectro de reflectancia difusa de VOcrisina.

8 \/. Uivarosi, S. F. Barbuceanu, V. Aldea, C. C. Arama, M. Badea, R. Olar, D. Marinescu,
Molecules (2010) 15:1578-1589.
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En la Figura 10 se muestra el espectro de reflectancia difusa de
VOsilibinina. Se observan dos bandas, una localizada en 640 nm y la otra a una
longitud de onda > 800 nmy un hombro en 603 nm, tipicas de la coordinacion del
oxovanadio(lV) a centros oxigenados.
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Figura 10. Espectro de reflectancia difusa de VOsilibinina.

En la Figura 11 se muestra el espectro de reflectancia difusa de VOmorina. Se
observan dos bandas, una en 650 nm y la otra a una longitud de onda > 800 nm.
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Figura 11. Espectro de reflectancia difusa de VOmorina.

En la Figura 12 se muestra el espectro de reflectancia difusa de VOclorog
Se observa una banda bien definida en 483 nm y otra banda ancha cuyo maximo
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aparece en 750 nm. Con la finalidad de realizar una mejor asignacion de ésta
ultima, se procede a su fiteo y deconvolucion para determinar las bandas que
componen la misma. Asi puede observarse en la Figura 12 B la presencia de dos
componentes localizadas a 689 nm y 764 nm. El complejo muestra un tipico
patrén de 3 bandas caracteristico para la coordinacion de oxovanadio(lV) con
grupos dioles adyacentes'®?°2",
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Figura 12. (A) Espectro de reflectancia difusa de VOclorog.
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Figura 12. (B) Fiteo y deconvolucion de la banda en la region de 570-820nm.

'9'S. B. Etcheverry, P. A. M. Williams, E. J. Baran, J. Inorg. Biochem. (1996) 63:285-289.

2 sB. Etcheverry, D.A. Barrio, J. Zinczuk, P.A.M. Williams, E.J. Baran, J. Inorg. Biochem. (2005)
99:2322-2327.

21 E.J. Baran, J. Carbohydr. Chem. (2001) 20:769-788.
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3.1.3.3. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)
3.1.3.3.1. Aspectos generales

En este apartado se discutiran las bandas caracteristicas que pueden observarse
en el espectro FTIR tanto de los ligandos utilizados como de los complejos sélidos
preparados. Las asignaciones a los modos de frecuencias caracteristicos para
estas bandas se han realizado por comparacion con resultados previos y con
datos de la literatura.

En el caso de los flavonoides, tomaremos como referencia para la discusién
las bandas mencionados en la seccidén 1.7.2. del capitulo | donde las mismas se
discutieron con detalle. Ademas, tendremos presente lo mencionado como indicio
de interaccion con el centro metalico, donde la disminucion en la frecuencia de
estiramiento del grupo (v(C=0)) indicaria que existe coordinacion entre el metal y
ese grupo posiblemente en conjunto con el grupo 3-OH 6 5-OH desprotonado del
flavonoide®*%.

3.1.3.3.2. Espectros infrarrojos de ligandos y complejos

La banda en el espectro infrarrojo de la crisina (Figura 13, Tabla1) correspondiente
al modo de estiramiento v(C=0) aparece en 1665 cm™ y se corre 36 cm™ a
menores numeros de onda por complejacion, lo que indicaria que la longitud de
ese enlace aumenta cuando la crisina se coordina con el oxovanadio(lV). La
desprotonacién y coordinacion del grupo OH (posicién 5 del anillo A) se pone de
manifiesto por la presencia de las bandas relacionadas al mismo en 1596, 1351 y
1247 cm™. Las modificaciones en los modos de estiramiento de los anillos Ay C
se detectaron por los desplazamientos de las bandas a 1616 y 1360 cm’’
indicando una alteracion de la estructura del anillo. La banda correspondiente al
modo relacionado a la vibracién del anillo B localizada en 1097 cm™ no se
presenta afectada por la complejacion. La posicidon de la banda de estiramiento
tipica v(V=0) se detecta en 968 cm™ siendo la posicion de la misma acorde a la
coordinacion del centro metalico con especies oxigenadas.

2 J H. Looker, W.W. Hanneman, J. Org. Chem. (1962) 27:381-389.
3 D, Lin Vien, N.B. Colthup, W.F. Fateley, J.G. Grasselli, Infrared and Raman Characteristic
Frequencies of Organic Molecules, Academic Press, inc, Boston (1991).
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Figura 13. Espectro FTIR de crisina y VOcrisina.
Crisina VOcrisina Asignaciones tentativas
1665 mf 1629 f v(C=0)
1616 f 1596 f v(C=0) + y(C2=C3) + estiramiento anillo A
1580 m O8(50H) + §(70H) + estiramiento anillo A
1490 m 1520 mf anillo B + 8(CH)en el piano
1450 m 1426 f 5(70H) + 5(C8H)en el plano
1362 mf 1351 f Anillo A + estiramiento anillo C + §(50H) + 5(70H)
1239 m 1247 m 6(C3H)en elplano 6(50H) + 6(70H)
1167 mf 1162 mf Anillo B + 8(CH)en el plano
1097 m 1092 m a(coc)en el plano + 6en el plano(CH)
1034 m 1034 m S(CH)en el plano
968 m v(V=0)

Intensidades relativas de las bandas: mf=muy fuerte, f=fuerte, m=mediana

Tabla 1: Asignaciones (en cm'1) de las principales bandas en el espectro infrarrojo de crisina y su
complejo con V(IV)0%.



En el espectro infrarrojo de la silibinina (Figura 14, Tabla 2) se observan las
bandas correspondientes a la vibracion del grupo carbonilo localizada en 1635 cm’
y las bandas de absorcién relacionadas con las vibraciones C=C en los anillos
benceno, lignano y pirona, que aparecen en 1598, 1511 y 1465 cm™,
respectivamente?.

Cuando el ligando interactua con el metal se observa que la banda
correspondiente al estiramiento v(C=0) se corre a menores frecuencias (1611 cm’),
lo que indicaria que la coordinacion, probablemente, involucra este grupo asi
como el grupo OH ubicado el posicion 3 del anillo denominado C 6 el ubicado en
la posicion 5 del anillo denominado A en la estructura representativa del
flavonoide (Figura 2)®. En el espectro, la banda que representa al modo de
estiramiento v(C-O-C) se desplaza levemente hacia menores frecuencias lo que
sugeriria una débil alteracién de la estructura del anillo y ausencia de interaccion
del atomo de oxigeno del anillo designado como C con el centro metalico. La
probabilidad de interaccion via grupos OH se refuerza con las siguientes
observaciones: (i) existen en el espectro del complejo cambios en la posicion y en
las intensidades de las bandas de silibinina asociadas con los modos de
deformacion de los grupos 8(3-OH, anillo C) y 8(5-OH, anillo A), (ii) uno de ellos se
encuentra desprotonado y coordinado a pH 9 que es el pH utilizado para la
sintesis del complejo y, finalmente, (iii) la banda correspondiente al modo de
estiramiento v(C-O) asociada a la presencia de un alcohol primario en el ligando
(1029 cm™), disminuye su intensidad por desprotonacion (los alcoholes primarios
se desprotonan a menor pH que los secundarios). La posicién de la banda de
estiramiento v(V=0) en 945 cm™ es tipica de la coordinacién de vanadio con
especies oxigenadas”®.

En conclusion, se sugiere que cada ligando adquiere una doble carga
negativa y el complejo se precipita como sal de sodio para neutralizar el complejo
anionico obtenido en concordancia con los resultados obtenidos por medio de los
analisis elementales.

#* C.M. Popescu, G. Singure, M.C. Popescu, C. Vasile, D.S. Argyropoulos , S. Willfér, Carbohydr.
Polym. (2009) 77:851-857.

B EG. Ferrer, M.V. Salinas, M.J. Correa, L. Naso, D.A. Barrio, S.B. Etcheverry, L. Lezama, T.
Rojo, P.A.M. Williams, J. Biol. Inorg. Chem. (2006) 11:791-801.
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I Figura 14.
VOsilibinina Espectro FTIR de
® silibinina y
5 VOsilibinina.
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Silibinina VOsilibinina Asignaciones tentativas
3459 f 3398 m v(OH)
2943 m 2955 h, 2926 d v(O-CH;)
1635 mf 1637 h, 1611 f v(C=0)
1598 h 1556 m 5(OH)
1511 f 1505 f v(anillo fenilo)
1465 f 1467 m v(anillo fenilo) + 5(OH)
1438 m 1439 h 8(CH)aromstico
1366 f 1373 m Anillo A + Estiramiento C trigonal + 5(3-OH)
+ &(5-OH)
1281 f 1309 h,1275 mf v(C-0-C)
1240 h 1214 h 5(3-OH) + 5(5-0OH)
1188 h 1177 m v(CO)
1164 f 1162 h Anillo B + 8(CH)en el plano
1130 m 1126 m V(Co) + 6(CH)aromético
1082 m 1089 m 5(COC)en el plano * S5(CH)en el plano * V(CO)aiconol
secundario
1029 m 1030 d V(co)alcohol primario
945 m v(V=0)

Intensidades relativas de las bandas: mf: muy fuerte, f: fuerte, m: media, d:débil, md: muy débil, h: hombro.

Tabla 2: Asignaciones (en cm™) de las principales bandas en el espectro
infrarrojo de silibinina y su complejo con V(IV)0?".

En la Tabla 3 se observan las asignaciones de las principales bandas (en
cm') del espectro infrarrojo para la morina y su complejo con oxovanadio(lV). Los
espectros FTIR fueron registrados en la regién entre 400-4000 cm™ (Figura 15).
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Figura 15. Espectros FTIR para VOmorina y morina.
morina VOmorina Asignaciones probables
3371a, 3142a 3411a v(OH)
1661m 1637h v(C=0)
1624mf 1618mf V(C=C)anillo aromstico
1612h 1594h V(C=C)anillo aromatico T V(C'o)as + 8(50H) +

5(70H)

1509f 1510m aen el pIano(CH)
1460f 1457m 8(7OH) + 3 en el plano(C8H)

1424 h v(C-0)s
1382m 1357md 8(C-OH)
1252d 1271h v(C-0-C)
1228d 1229h Ben el plano(C3H) + 3(50H) + 5(70H)
1172mf 1173d Anillo B + 5(CH)en el piano
1102md, 1085h 1108d 8(COC)en eipiano * 8(CH)en el plano
1010d, 973d Sen el pIano(CH)

979a v(V=0)
971m 8(C-H)

Intensidades relativas de las bandas: mf= muy fuerte, f=fuerte, m=media, d=débil, md=muy débil,h=hombro,
a=ancha .

Tabla 3: Asignaciones (en cm'1) de las principales bandas en el espectro infrarrojo de morina y su
complejo con V(IV)0%.



En Ia morina, la banda caracteristica del grupo carbonilo v(C=0) aparece en
1661 cm’, mientras que en el complejo aparece en 1637 cm’. Este
desplazamlento de 24 cm™ hacia menores niimeros de onda, debido al aumento
de la longitud del enlace C=0 sugiere que la coordinacion se llevara a cabo a
través del atomo de oxigeno del grupo carbonilo. Ademas, las bandas asociadas
con los modos de deformacién vibracional de los grupos OH reducen su intensidad
o se modifican luego de la desprotonacién y/o coordinacion con el oxovanadlo(IV)
En la literatura se asignan las bandas localizadas en 1550 cm™ y 1420 cm’” a los
modos de estiramiento C-O antisimétrico y S|metr|co en el sitio de quelacion®. En
el complejo VOmorina, Ia banda a 1550 cm™ se encuentra superpuesta con la
banda ancha en 1600 cm™, mientras que la banda de 1424 cm™ se observa como
un hombro.

Estos resultados sugieren que la coordinacion con el metal seria,
probablemente, a través del oxigeno del grupo carbonilo y los grupos OH
desprotonados localizados en posicion 5 6 3 de la morina. Se ha observado en el
complejo VOquercetina un cambio similar de la banda de estiramiento v(C=0)
hacia menores nimeros de onda?’. El espectro electrénico indicaria que el grupo
OH ubicado en posicién 3 estaria involucrado en la coordinacién. Debido a que la
banda asignada al modo de estiramiento v(C=C) se modifica poco por
complejacién indicaria la insignificante participacion de los 2 anillos. Debido a que
la banda v(COC) cambia levemente por complejacion se sugiere que el atomo de
oxigeno del anillo no interacciona con el cation oxovanadio(IV)®. La banda de
estiramiento que se presenta ancha y aparece en el rango de 3690-2390 cm™
corresponderia al modo v(OH), pero también se la suela asignar como
perteneciente a moléculas de agua de cristalizacion.

Los espectros FTIR para el acido clorogénico, su sal sodica y el complejo
VOclorog se muestran en la Figura 16. Los numeros de onda, intensidades
relativas y asignaciones de las bandas FTIR correspondientes al acido
clorogénico, su sal de sodio y su complejo con oxovanadio(lV) se observan en la
Tabla 4. Las asignaciones espectrales fueron hechas en base a los datos
encontrados en la literaturg?3%:31:32:33.34.35.36

26J P. Cornard, J.C. Merlin, J. Inorg. Biochem. (2002) 92:19-27.
" E.G. Ferrer, M.V. Salinas, M.J. Correa, L. Naso, D. A. Barrio, S.B. Etcheverry, L. Lezama, T.
Rojo, P.A.M. Williams, J. Biol. Inorg. Chem. (2006) 11:791-801.
*® Q.K. Panhwar, S. Memon, M.1. Bhanger, J. Mol. Struct. (2010) 967:47-53.
29 ° R. Swislocka, Spectrochim. Acta Part. A (2012). En prensa.
Y Allegretti, E.G. Ferrer, A.C. Gonzalez Baro, P.A.M. Williams, Polyhedron (2000) 19:2613-2619.
' M. Menelaou, C. Mateescu, H. Zhao, N. Lalioti, A. Salifoglou, Polyhedron (2009) 28:883-890.
32J P. Cornard, C. Lapouge, J. Phys. Chem. A(2004) 108:4470-4478.
% A. Horn, C.A.L. Filgueiras, J.L. Wardell, M.H. Herbst, N.V. Vugman, P.S. Santos, J.G.S. Lopes,
R.A.Howie, Inorg. Chim. Acta 357 (2004) 357:4240-4246.
* N.A. lllan-Cabeza, M.N. Moreno-Carretero, J.Costa Pessoa, Inorg. Chim. Acta (2005) 358:2246-
2254,
% G. Santoni, D. Rehder, J. Inorg. Biochem. (2004) 98:758-764.
** R.M. El-Abassy, P. Donfack, A. Materny, Food Chem. (2011) 126:1443-1448.
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Figura 16. Espectros FTIR de acido clorogénico, Naclorog y VOclorog.
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Acido clorogénico Naclorog VOclorog Asignaciones probables
3364a Uniones de H de las
formas diméricas del
acido
3468h 3448a 3402a V(OH)arito
2967m 2962d 2967d V(C=C)etileno
2924m 2924d 2924d v(C-H)
1717h V(C=o)cooH
1689mf 1690f 1689f v(C=0)
1597mf 1576h v(COO0).s
1638m 1635md 1624f V(C=C)etileno
1606m, 1522m,1445f 1527f,1465d 1522md,1484d, 1433d V(C=C)aromstico
1371h v(C=C) + §(C-H)
1383f 1363m v(CO0)s
1331h 1324 m 1340h B(C-H)c=c + B(C-H) +
V(c'o)fenolato
1287f 1287 h v(C-OH) + 5(C-OH)
1273 f 1265 mf V(C-O)tenolato
1191f 1177mf 1180h 5(C-OH) + B(C-H)
1145md 1156m 5(C-OH) + B(C-H)
1120d,1081d,1039d 1119m,1081m,1034m 1117d,1086h,1037md B(C-H)
973m 969m 976m Y(C-H)c=c + y(C-H)
945f v(V=0)
907d 925d 921h 5(C-OH)
852md 843d 871h y(C-H)
816m 811m 818m B(C=0)
740md 720md 760md v(CC) + (CCC)
666md V(V-O)tenotato

Intensidades relativas de las bandas: mf: muy fuerte, f: fuerte, m: media, d:débil, md: muy débil, h: hombro.
8, modo de unién en el plano; a, modo de unién del anillo aromatico en el plano; y, modo de unién fuera del plano.

Tabla 4. Asignaciones (en cm'1) de las principales bandas en el espectro infrarrojo de acido
clorogénico y su complejo con V(IV)02+.

En primera instancia se esperaria la interaccién del acido clorogénico via su
grupo carboxilato con el metal. Generalmente tanto en la formacion de la sal de
sodio como en la formacion de complejos metalicos se espera que la banda
correspondiente al modo de estiramiento v(COOH) del ligando libre se desdoble
apareciendo dos nuevas bandas correspondientes al modo de estiramiento
antisimétrico y simétrico del nuevo grupo carboxilato (COQO7). En nuestro caso se
observa que en la sal de sodio esas bandas aparecen en 1597 cm™ y 1383 cm™y
en el complejo en 1576 cm™ y 1363 cm' para los modos de estiramiento
antisimétrico y simétrico respectivamente. El grupo carboxilato presenta diferentes
formas de interactuar (monodentado, bidentado, puente, etc). Con la finalidad de
analizar la posibilidad de alguna interaccion con el cation oxovanadio(lV), se
procede al calculo de Av, cuyo valor en comparacion tanto con el obtenido para la
sal de sodio como con datos previos de diferentes tipos de complejos permite
sugerir la forma de coordinacion. El valor Av (v(COO)as-v(COO)s) calculado en
base a nuestras asignaciones es de 213 c¢cm™ similar al obtenido para la sal de
sodio (214 cm™) lo que indicaria la presencia del grupo carboxilato en forma i6nica
de igual manera que en la sal de sodio.

Continuando con nuestro analisis, se puede también observar que la banda
de estiramiento v(C=0) no se modifica luego de la coordinacién, aunque
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disminuye su intensidad. Esto indicaria que el grupo C=0 del éster no participa en
la formacion del complejo.

Surge entonces la necesidad de analizar los modos correspondientes a los
grupos OH, observando en particular la aparicion en el complejo y en la sal de
sodio de una banda en la zona de 1273-1265 cm™ la cual, de acuerdo a datos de
la literatura, se asigna al modo de estiramiento v(C-O)enoiato- El corrimiento relativo
de esta banda indicaria la complejacion del anion con el oxovanadio(lV).

Otra alternativa que surge para verificar el modo de coordinacién que se
propone, consiste en la ubicacién en el espectro de la banda relacionada al modo
de estiramiento v(V=0). Generalmente la coordinacion por grupo carboxilato
exclusivamente la ubica alrededor de 990-980 cm™ 8. El corrimiento de la misma
hacia menores frecuencias da cuenta de la incorporacién en la esfera de
coordinacion del metal de grupos que provocan un debilitamiento del enlace V=0.

Esto puede observarse para ligandos con mayor caracter de donor sigma
como ocurre, por ejemplo, en el complejo entre el oxovanadio(lV) y el acido
glucurénico™ y también en aquellos compuestos de coordinacién entre el
oxovanadio(lV) y drogas antiinflamatorias no esteroides como ibuprofeno,
naproxeno y tolmetin®’, en los que la banda asociada a v(V=0) se ubica alrededor
de los 930-940 cm™ indicando que la coordinacién ocurre a través de grupos OH
desprotonados. En nuestro complejo ésta banda se localiza en 945 cm’”’
correspondiéndose entonces a dicha posibilidad. También el espectro muestra la
presencia de una banda a 666 cm™ asignada al modo de estiramiento V-O
fendlico. En base a lo discutido se puede plantear que posiblemente en la esfera
de coordinacién ecuatorial del oxovanadio(IV) se encuentren dos grupos Ar-O
provenientes del ligando junto a 2 de las 3 moléculas de agua identificadas por
termogravimetria.

3.1.3.4. Espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (EPR) en
estado sélido

Los espectros para VOcrisina se obtuvieron utilizando un polvo microcristalino a
temperatura ambiente en banda X (Figura 17, espectro A).

La multiplicidad de lineas y el ancho del espectro alrededor de 3500 G se
relacionan a la presencia de una especie dimérica con superposicion de una
especie monomérica (estructura hiperfina de especies de oxovanadio(lV) aisladas,
abundancia del 100 % de nucleos de °'V con / =7/2, identificadas como impurezas
tipicas de este tipo de espectros). Para la especie dimérica el espectro
corresponde a un estado triplete, indicando la existencia de dos nucleos V(IV)O?%*
interactuando con espin 2 dando un estado singlete S=0y un estado triplete S=1.

Las componentes paralelas y perpendiculares de ambos se superponen
extensivamente debido a la similitud entre gy y gL El conjunto de lineas en la
region perpendicular fueron separadas por el parametro D (desdoblamiento a
campo cero) (zero-field splitting), mientras que las lineas paralelas fueron

¥ S.B. Etcheverry, D.A. Barrio, A.M. Cortizo, P.A.M. Williams, J. Inorg. Biochem. (2002) 88:94-100.
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separadas por 2D. Las transiciones AMs = +2 caracteristicas de los dimeros no se
pudieron observar.

(A)
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Figura 17. (A): Espectro experimental EPR del complejo VOcrisina sélido a temperatura ambiente, en
banda X (9,87 GHz). (B): espectro calculado para la componente dimérica. (C): espectro calculado para
la componente monomérica.

A pesar de la superposicién de los diferentes componentes y del analisis
espectral de la resonancia del dimero, los parametros para el Hamiltoniano de
espin de la contribucidn principal pueden ser estimados por comparacion del
espectro a temperatura ambiente con el generado por un programa de simulacion
trabajando con una teoria de perturbacion de segundo orden.

Los parametros calculados para el dimero fueron (Figura 17, simulacion B):

gi=1,943, Aj=86 x 10 cm”
g1=1,983, AL=32x10"cm”
D=80x10"cm’

y para la impureza monomérica resultaron (Figura 17, simulacion C):

gi=1,943, Aj=173x 10 cm’”
gL=1,983, AL =62x 10" cm’
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En el caso del dimero el valor obtenido para la constante de acoplamiento
hiperfina resulté ser la mitad del valor del monémero de oxovanadio(lV) como se
esperaba. Considerando la regla de aditividad, el valor de A obtenido (A = 173,7
x 10 cm'1) esta de acuerdo con la presencia de un complejo de conformacion cis-
VOL;,(etanol) siendo el valor comparable con los reportados para complejos del
tipo VO(IV)-maltol y sistemas relacionados. Por lo tanto, el plano ecuatorial estaria
formado por dos grupos C=0, un grupo OH desprotonado (ArO") y una molécula
de etanol ocupando la posicion ecuatorial (Figura 18).

Figura 18. Probable estructura de VOcrisina (monomérico).

Debido a que no existe un monocristal del complejo sintetizado, no se
puede determinar por esta técnica el modo de unién de los iones oxovanadio(lV)
en el dimero. Por lo tanto, nos basamos en el espectro de EPR (estado de triplete,
S=1) para proponer que VOcrisina es un dimero.

Los factores que apoyan la estructura propuesta son:

-La concordancia entre el espectro experimental A (dimero) y el espectro
calculado para especies monomeéricas (espectro C) es mejor que la del espectro A
con el B (espectro calculado para la especie dimérica) en la parte central del
espectro. En la region paralela del espectro en la zona de campo alto dicha
superposicién es minima.

-La hipétesis del estado triplete S=1 con un desdoblamiento a campo cero
significante es la unica posibilidad que permite una interpretacién simultanea del
desdoblamiento observado tanto en la banda X como en la banda Q, con el mismo
grupo de parametros.

Por otro lado, el valor similar de g tanto para las especies monoméricas
como diméricas implica que ambos compuestos estan estrechamente
relacionados.

Las medidas de susceptibilidad magnética no revelan interacciones
apreciables hasta 5 K. Pero, como es sabido, la técnica de EPR es muy sensible
para la deteccion de interacciones magnéticas®®**° y la observacion de un espectro
triplete confirma el estado S=1. Por lo tanto, considerando el débil acoplamiento
magneético detectado se debe tener en cuenta una via de intercambio a través de

% A. Bencini, D. Gatteschi, EPR of exchange coupled systems. Springer, Berlin (1990).
9. Unamuno, J.M. Gutiérrez-Zorrilla, A. Luque, P. Roman, L. Lezama, R. Calvo, T. Rojo, Inorg.
Chem. (1998) 37:6452-6460.
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uniones covalentes. La dimerizacion esta, probablemente, basada en puentes de
hidrogeno, apilamiento 1-11 entre unidades adyacentes y/o interacciones O=V-
O=V. La deteccion de estados triplete aislados en el EPR del sélido implica
ausencia de ordenamientos magnéticos de largo alcance (cadenas, planos,
arreglos 3 D).

Los espectros de VOsilibinina fueron registrados sobre muestras
policristalinas en banda X a temperatura ambiente. Para este complejo, se
observa un espectro tipico de ocho lineas axiales relativamente bien resuelto
indicando la presencia de un sitio paramagnético de °'V (I =7/2) sefialando el
predominio de una especie de oxovanadio(IV) mononuclear. En la Figura 19 se
observa que el espectro simulado (Figura 19 (B)), con la finalidad de obtener los
datos para los parametros del Hamiltoniano de espin, concuerda razonablemente
bien con el espectro experimental (Figura 19 (A)). Los parametros g calculados
para el Hamiltoniano de espin resultaron:

g,=1942y g1=1,976
y las constantes de acoplamiento hiperfino:

Ay=167,5x10%cm™’y AL=61x10"* cm™
Jiso = 1,965, Aiso = 96,5 x 10* cm™

B . o e
m———r== \\I‘\‘Il{\vl\./\/\,v —————————
v | /
!
L J

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3300 4000 4200
H (Gauss)

Figura 19. Espectros de EPR de VOsilibinina a temperatura ambiente y en banda X (9,742 GHz).
(A) experimental, (B) calculado.

Como mencionamos en la seccion 2.12.4. la constante de acoplamiento
hiperfino A se correlaciona con el numero y tipo de ligandos presentes en el plano
ecuatorial.

En nuestro caso, el valor de A calculado para la coordinacién propuesta es
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166,6 x 10* cm™ (dos grupos C=0, dos grupos ArO’). El valor de A calculado se
corresponde con el experimental, indicando que en el modo de enlace del
complejo podrian estar involucrados dos atomos de oxigeno provenientes de los
grupos C=0 y otros dos provenientes de los dos grupos ArO" desprotonados en el
plano ecuatorial unidos a un centro de oxovanadio (IV) dando lugar a una
estructura trans-VOL,, tipica de los compuestos con ligandos de tipo maltol (Figura
20).

HiCO.  on

HO

OCH,

Figura 20. Estructura probable de VOsilibinina.

El espectro EPR de VOmorina fue medido a temperatura ambiente y se
observo un patrén de desdoblamiento hiperfino de 8 lineas debido a la presencia
de un electron desapareado de un nucleo de *'V (I = 7/2) indicando que predomina
solo una especie mononuclear de oxovanadio(lV) en el complejo sélido. El
espectro experimental y el simulado coinciden (Figura 21, A y B). La simulacion
predice que la sefial observada del croméforo de vanadio es consistente con el ion
oxovanadio(lV) en un campo de ligandos axial o pseudoaxial.

Los parametros para hamiltonianos de espin y las correspondientes
constantes de acoplamiento hiperfino son:

gn=1,942; Aj=172x10*cm’
g.=1,976; A,=67 x10*cm™
(Giso = 1,965, Aiso = 102 x10™* cm™)
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Figura 21. Espectro EPR de VOmorina medido en banda X (9,4006 GHz, 290 K). (A) experimental,
(B) calculado.

Teniendo en cuenta el conjunto probable de donores, el valor de A;
calculado es de 173,7 x 10 cm™ (considerando dos C=0, un ArO"y una molécula
de H;0) el que se obtuvo utilizando los datos de literatura para cada grupo donor
(ver seccién 2.12.4)*. El valor de A, sugiere que en la esfera de coordinacion del
complejo se incluyen en el plano ecuatorial dos atomos de oxigeno de grupos
C=0, un grupo ArO" desprotonado, una molécula de agua unida al centro de
oxovanadio(lV), dando la bien conocida estructura cis-VOL,.H,O observada en
compuestos de tipo maltol® (Figura 22).

0L Naso, E.G. Ferrer, L. Lezama, T. Rojo, S.B. Etcheverry, P.A.M. Williams, J. Biol. Inorg. Chem.
(2010) 15:889-902.
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Figura 22. Estructura probable de VOmorina.

El espectro de VOclorog fue registrado en banda X a temperatura ambiente.
La Figura 23 muestra un espectro caracteristico para complejos de oxovanadio(lV)
con estructura hiperfina detectable. La simulacién de los espectros con el
programa WINEPR SimFonia da lugar a los siguientes valores de los principales
parametros para el hamiltoniano de espin:

gin=1,943; A;=170x10“*cm™;
9.=1,981; A= 61x10™cm’’
(giso = 1,968, Aiso = 97,33 x10* cm™)

Las caracteristicas del espectro experimental se asocian a la presencia de
una especie monomérica de oxovanadio(lV) con simetria axial.

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200
H(Gauss)
Figura 23. Espectro EPR de VOclorog en banda X a 290K. (A) experimental, (B) simulado.

Como se menciond anteriormente, la componente paralela de la constante
de acoplamiento hiperfino es sensible a los atomos donores sobre la esfera de
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coordinacion ecuatorial del centro metalico. Utilizando la “regla de la aditividad” y
suponiendo una coordinacion como la planteada por espectroscopia FTIR con dos
grupos Ar-O” (A; =2 x 38,6) y dos moléculas de agua (A, =2 x 45,7) en la esfera de
coordinacion con sus respectivas contribuciones, se calcula un valor de A, = 168,6
x 10* cm’ que concuerda, razonablemente bien, con el valor experimental
proveniente de la simulacién.

Tanto lo discutido por espectroscopia FTIR, reflectancia difusa,
termogravimetria y lo obtenido por EPR, nos permite sugerir la presencia de este
entorno en el plano ecuatorial del oxovanadio(lV) con la probable presencia de
una tercera molécula de agua en posicion axial (Figura 24).
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ya “OH,
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Na" O HO

Figura 24. Estructura probable de VOclorog.

3.1.4. Estudios en solucion

3.1.4.1. Espectros electronicos: Generalidades

Como fuera discutido en la seccidén 1.7.1. del capitulo |, los espectros UV-
vis de los flavonoides presentan bandas caracteristicas debidas a los sistemas
conjugados de los anillos aromaticos (banda |, rango de 300-350 nm en el caso de
las flavonas y entre 350 y 385 nm en el caso de flavonoles; banda Il, se encuentra
entre 250-290 nm y representa la absorcion del anillo A (sistema benzoilo). En el
transcurso de la discusion de sus espectros UV-vis luego de la interaccion con el
oxovanadio(lV) haremos referencia a los cambios que sobre las mismas se
producen.

En cuanto al espectro UV-visible del acido clorogénico, este presenta 2
picos maximos: la primera banda aparece en 217 nm con un hombro en 240 nmy
la segunda banda se encuentra en 324 nm con un hombro en 296 nm. La banda
en 324 nm se corresponde con la transicion HOMO — LUMO presentando,
principalmente, caracter mm* con localizaciéon de la densidad electrénica en el
anillo bencénico y la cadena carbonada. En el otro pico y los hombros también

estan presentes las mismas transiciones mm**’.

“1 A. Belay, A.V. Gholap, African J. f Pure Appl. Chem. (2009) 11:234-240.
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3.1.4.2. Espectros UV-vis

La crisina, como la mayoria de los flavonoides, exhibe dos bandas principales (I y
II) de absorcién en la regién UV-vis.

Este flavonoide no posee un grupo hidroxilo (OH) en la posicidon 3 del anillo
denominado C, por lo tanto la banda | aparece a menores longitudes de onda (20-
30 nm) que la misma banda en flavonoles equivalentes. En la Figura 25 se
observa el espectro UV-vis de una solucién etandlica de crisina (4x10™° M), en la
que dicha banda aparece en una longitud de onda de 314 nm. Se observan,
ademas, dos especies en equilibrio en los rangos de pH 2-8 y 10-12 con el
consecuente corrimiento de la banda en el espectro electronico. Para estudiar y
comprender la formacion de las diferentes especies en solucion se hace necesario
observar el comportamiento quimico en funcion del pH del ligando en estudio. En
la literatura se encuentran valores de pKa (medidos para este ligando en una
mezcla etanol:agua (50% v/v))** para los dos protones ionizables de crisina,
siendo ellos pKy =7,9 y pKz =11,40, respectivamente.

Como se observa en la Figura 25, la forma protonada de crisina presenta un
maximo en 314 nm que se corre hacia mayores longitudes de onda (365 nm)
cuando el pH es superior a 8, dando lugar a la pérdida de un proton y formacion
de la especie crisina™. A medida que el pH se incrementa (utilizando NaOH 1 M) a
valores mayores que 12, se observa la desaparicion de la banda en 235 nm
sugiriendo la pérdida de otro protdén y la formacién, en solucién, de la especie

crisina .

Figura 25.

Espectro UV-vis de una solucién
etandlica de crisina (4x10° M)
para diferentes valores de pH.

pH 10-12

Absorbancia

500

A (nm)

Cuando los ligandos basicos interactuan con acidos de Lewis (como los
metales de transicion) su valor de pKa se reduce. Asi por ejemplo la interaccién de

“2 M.D. Engelmann, R. Hutcheson, I.F. Cheng, J. Agric. Food Chem. (2005) 53:2953-2960.
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V(IV)O?* con crisina en solucién produce dicho efecto observandose que la
coordinacion de crisina desprotonada con el catién V(IV)O2+ se presenta a pH 5
(Figura 26).

Figura 26.

Espectro de VOS0O4.5H,0 (2x10° M)
y solucion etandlica de crisina
(4x10° M) para diferentes valores de
pH.

Absorbancia

Este es el motivo por el cual se seleccioné dicho valor de pH para la
preparacion del complejo solido. La posicion de las bandas espectrales
comparadas con la de crisina™ fueron levemente modificadas ubicandose en 242,
280 y 370 nm con corrimiento hacia el rojo (efecto batocrémico). Comparando con
los sistemas previamente reportados, la banda localizada en 370 nm fue asignada
a los grupos C=0 (posicion 4 del anillo C) y C-OH (posicion 5 del anillo A), a través
de los cuales el ligando actiia como agente quelante®.

Para el sistema con silibinina, con finalidades comparativas de lo reportado
previamente para el ligando se realiza el espectro electronico de silibinina en
solucién etandlica (4x10°M, Figura 27) a diferentes valores de pH en atmosfera de
nitrégeno para evitar procesos de oxidacion. Los resultados obtenidos muestran
que nuestros datos experimentales estan de acuerdo con los datos reportados
para una solucion metandlica de silibinina** en la que no se observan cambios en
el espectro electronico de la misma entre un pH 2 y un pH 6, lo cual indicaria que
la primer desprotonacion esperada para un grupo OH ocurre por encima de ese
valor de pH. A mayores valores de pH, la intensidad de la banda ubicada a 288 nm
disminuye mientras que las de las bandas localizadas a 232 y 326 nm aumenta.

Dicho espectro se mantiene hasta pH 9, y por encima de ese valor, se
observa un patron espectral diferente lo que indicaria una segunda
desprotonacion. El comportamiento observado en el espectro electronico es el
esperado por comparacion con los datos reportados para una solucion acuosa de

2. Pusz, B. Nitka, A. Zielinska, . Wawer, Microchem. J. (2000) 62:245-253.
“ M. Borsari, C. Gabbi, F. Ghelfi, R. Grandi, M. Saladini, S. Severi , F. Borella, J. Inorg. Biochem.
(2001) 85:123-129.
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silibinina, medidas a 25 °C y con una fuerza ionica de / = 0,011 M, siendo los
valores sucesivos de pK: 6,871; 8,938; 9,721y 11,644, respectivamente®.

N
1

Absorbancia

Figura 27.

Espectro UV-vis de una solucion
etandlica de silibinina (4x10°M) para
diferentes valores de pH en
atmaosfera de nitrégeno.

En la Figura 28 se muestra como varia, con el aumento de pH, el espectro
electrénico de una solucién etandlica de silibinina/V(IV)O?*" en relacién 2:1.

Como puede observarse, la intensidad de la banda en 328 nm comienza a
aumentar a pH por encima de 8. De acuerdo a lo discutido previamente este
comportamiento indicaria que la interaccion del metal con el ligando se inicia en
esa etapa, por lo que se selecciond un valor de pH de 9 para la realizaciéon de la

sintesis del co

mplejo.
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Figura 28.

Esgectro UV-vis de VOS0,4.5H,0 (2 x
10> M) y silibinina (4x 10° M) en
etanol a diferentes valores de pH.

Burkonova ,T. Syrovy , A. Vrana, Anal. Chim. Acta (2003) 486:125-141.
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Ya es conocido que la desprotonacién de los grupos OH que forman parte
de la estructura de los flavonoides juega un importante papel en la mejora de la
accion antioxidante de los mismos*.

El flavonol morina es parcialmente soluble en agua y sus valores de pKa no
pueden determinarse en solucién acuosa. J.M. Herrero-Martinez y colaboradores
midieron los valores de pKa de morina para diferentes mezclas metanol/agua. Los
3 valores obtenidos en una solucion metandlica (60 %) y con una fuerza idénica
fisiologica (/=0,15 M) fueron 5,095 + 0,032; 8,484 + 0,025 y 10,366 + 0,032. La
primer ionizacién corresponde al grupo OH en posicion 2’. Este hecho puede ser
atribuido a la estabilizacion del anién por formacion de un puente de hidrégeno
intramolecular*’. Con el fin de confirmar la presencia de diferentes formas
protonadas de morina se registraron los espectros UV-vis de dicho ligando en
funcién del pH. Se muestra en la Figura 29 que los espectros cambian a pH 5, 9
y 10 de acuerdo con los datos reportados previamente.

Figura 29.

Espectro UV-vis de una solucion
metanélica de morina (4x10° M) para
diferentes valores de pH.

Absorbancia
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En la Figura 30 se muestra el espectro electronico registrado para una
solucién metandlica de morina:V(IV)O*, en relacion 2:1 a diferentes valores de pH
con el fin de determinar a qué valor de pH el ligando comienza a interaccionar con
el centro metalico. A un valor de pH superior a 5, la banda localizada en 422 nm
se ensancha, indicando que hay un cambio en los niveles electronicos del

6 K. Lemanska, H. Szymusiak, B. Tyrakowska, R. Zielinskians , E.M.F. Soffers, Ivonne M.C M.
Rietjens, Free Radical Biol. Med. (2001) 31:869-881.

AT JM. Herrero-Martinez, C. Repollés, E. Bosch, M. Rosés, C. Rafols, Talanta (2008) 74:1008-
1013.
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flavonoide. Por lo tanto, asumimos que la interaccion de morina con V(IV)O?%*
comienza en ese punto.

25

2.0 1

Figura 30.

Espectro UV-vis de VOS0,.5H,0 (2x10~
M) y solucién metandlica de morina
(4x10° M) para diferentes valores de pH.
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El espectro electrénico de morina en metanol muestra dos bandas de
absorcion intensas (seccion 3.3.1.) una centrada en 357 nm y la otra ubicada en
260 nm (Figura 31).

El espectro de VOmorina muestra un desplazamiento hacia el rojo, en
comparacion con el espectro de morina (Figura 31). Este cambio batocromico en
ambas bandas de absorcion es tipico de la formaciéon de complejos. Ademas, el
gran cambio en la longitud de onda de la banda | (AL= 66 nm) se observd para
otros complejos metalicos de flavonoides® y la nueva banda que aparece en 430
nm es asignada a la unidn entre el metal y el grupo 3-hidroxicromona.

8 p. Cornard, J.C. Merlin, J. Inorg. Biochem. (2002) 92:19-27.
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Figura 31. Espectro UV-vis de morina (4x10™° M) y VOmorina (1:2, 2x10° M:4x10° M) en metanol.

3.1.4.3. Titulacién espectrofotométrica

La estequiometria de cada complejo formado en solucion se determind a
través de wuna titulacion espectrofotométrica. Cada titulacion se realizd
manteniendo constante la concentracion de ligando (4x10° M) y variando la
concentracion del cation oxovanadio(lV), utilizando distintas relaciones M/L (0,5-
10), en etanol absoluto, bajo atmdésfera de N, y regulando el pH en el valor de
sintesis.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para los diferentes
sistemas estudiados.

Para el sistema crisina/V(IV)O%, se observa en la Figura 32 que la banda
localizada en 242 nm sufre un incremento en su valor de absorbancia por los
diferentes agregados de vanadilo. El complejo se forma a una relacidon
ligando/metal 2:1 (Figura 33).
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Figura 32. Espectro UV-vis de crisina (4x10™° M) en etanol absoluto con la adicién de VOS04.5H,0 en
distintas relaciones L/M (desde 10 hasta 0,7) a pH 5 y bajo atmdsfera de nitrégeno. La flecha indica
aumento de la concentracion de metal.
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Figura 33.

Determinacion espectrofotométrica
de la estequiometria para el sistema
Crisina/V(IV)0* a 242 nm por el
método de la razén molar (pH=5).
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En el caso de silibinina/V(IV)O%, la titulacién espectrofotométrica se
efectuo, fijando el pH en 9 y observando el aumento de la banda en 328 nm luego
del agregado de distintos volimenes de V(IV)O?*(Figura 34), obteniéndose por el
método de la razdén molar también en este caso una relacién 2.1.para L:M (Figura

35).

25
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Figura 34. Espectro UV-vis en etanol absoluto de silibinina (4x10"° M) con la adicion en forma sucesiva
de VOCI; pH=9, para la obtencién de distintas relaciones L/M (desde 10 hasta 0,5) bajo atmésfera de
nitréogeno. La flecha indica aumento en la concentracion de metal.
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Completando la serie de los flavonoides, también se analiza el sistema
morina/V(IV)O%*, efectuandose la titulacién espectrofotométrica a pH 5 y
observando el aumento de la banda en 422 nm luego del agregado de distintos
volumenes de vanadilo (Figuras 36 y 37).
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Figura 36. Espectro UV-vis de morina (4x10° M) con la adicion de VOS04.5H,0 en distintas relaciones
L/M (desde 10 hasta 0,5) a pH 5 y bajo atmoésfera de nitrégeno. La flecha indica aumento de la
concentracion de metal.
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3.1.4.4. Espectros de Resonancia Paramagnética electronica (EPR)

La titulacidn espectrofotométrica puede ser seguida por espectroscopia EPR y de
esta manera ayudar en la identificacién de las diferentes especies de vanadio que
pueden eventualmente formarse en solucion. Por ese motivo y en las mismas
condiciones que las utilizadas para los espectros UV-vis, se registraron los
espectros a las distintas relaciones ligando/metal (L/M), en etanol, a pH 5 para el
sistema crisina:V(IV)O?* (Figura 38). Con la finalidad de comparar con la especie
de oxovanadio(lV) sin complejar, se determind el espectro EPR de una solucién
etandlica de VOS0O4.5H,0 (0,1M).

Para las relaciones L/M desde 8:1 a 1:1 se presenta un tipico espectro de
ocho lineas axiales relativamente bien resuelto indicando la presencia de un sitio
paramagnético y con caracteristicas de monémero correspondiente a sistemas
con oxovanadio(IV)*. Esto indicaria la formacién de una sola especie en este
rango de relaciones M/L utilizadas, indicada con el numero (I) en la Figura 38.

En este caso la simulacion del espectro predice para la especie (l), la
formacion de un centro de V cromoéforo cuyos parametros para el Hamiltoniano de
espin estan dados por:

9= 1,949, g,= 1,975y g,= 1,981

y sus correspondientes constantes de acoplamiento hiperfino:

A,=1655x10*cm™, A=53x10%cm™, y
Aj=62 x 10 cm™ (giso= 1,968, Aiso= 93,50 x10™* cm™)

Para relaciones L/M menores que 1, se presentan 3 sefales. Esto indica la
existencia, en solucion, de tres especies diferentes que coexisten de manera
simultanea. Se procede entonces a la identificacion de las mismas. Una de ellas
se corresponde a la especie (l) identificada anteriormente. Las otras dos nuevas
especies son indicadas como especies (ll) y (lll) respectivamente.

La sefial asignada como (Il) esta relacionada a la presencia de V(IV)O?
libre en etanol:

g-= 1,930, g,= 1,980, g,= 1,980
A,=183x10"cm™’ A=70x10"*cm”, A=70x 10" cm
( giso= 1,963, Aiso= 107,7 x 10* cm™)

y la otra sefal, asignada como (lll), muestra la formacion de una nueva especie
paramagnética. La simulacion de los tensores g:

g-= 1,940, g,= 1,9805 y g,= 1,979
y las constantes de acoplamiento hiperfino:

A=177x10%cm™, A,=65x10%cm™, A, =71,5x 10" cm"
(9iso=1,966, Aiso= 104,5 x 10* cm™)

49 N.D.Chasteen, in: J.Lawrence, L.J.Berliner,J.Reuben (eds.), Plenun, New York (1981) 3:53-119.
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Estos parametros sugieren la formacion de una nueva especie en solucion
con modificacion de la esfera de coordinacion ecuatorial alrededor del centro

metalico.

3750 3900 4050 4200 3750 3900 4050 4200
H (Gauss) H(Gauss)

Figura 38. Componente paralela de los espectros registrados en la region de campo alto a 140 K en
etanol absoluto y utilizando distintas relaciones M/L V(IV)O*" / crisina. Izquierda: (A) LIM = 8; (B) L/IM =
6; (C) L/IM=4; (D) LUIM =2; (E)L/M=1,3; (F) LUM=1; (G) UM =0,7; (H) L/M = 0,5. Derecha: (A) L/M = 0.5;

(B) calculadas para la especie (lll), (C) calculados para la especie |, D calculado para la especie Il.
Concentracion total de crisina 1x10°M.

Los valores adquiridos son ademas comparados con los parametros para el
Hamiltoniano de espin obtenidos en el rango usualmente encontrado para
complejos de coordinaciéon O4 con el cation oxovanadio(lV). En forma adicional la
relacién gi/A se compara con diagramas de g vs A;*° encontrandose en este caso

una buena correlacion con los mismos (Figura 39).

*pB. McPhail, B.A. Goodman, J. Chem. Soc. Faraday Trans. (1987), 83:3627-3633.
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Usando la regla de aditividad, se obtiene un valor calculado de A; = 166,6 x
10* cm™ que esta de acuerdo para valores reportados de ligandos tipo maltol,
asumiendo una configuracién trans (V=O/solvente) en solucion*®**°". Se pudo
sugerir que la conformacion de la especie | corresponderia al modo de unién de
dos grupos carbonilicos del ligando y dos grupos OH desprotonados en una
composicion trans bidentada del ligando 2(CO, O") incluyendo, probablemente,
una molécula de solvente (etanol) en la sexta posicion de la esfera de
coordinacion (Figura 40).

Figura 40.
Estructura probable de VOcrisina
en solucion.

Para la especie (lll) se presume que existe un ligando en el plano
ecuatorial (C=0, O’), lo cual esta en concordancia con los datos experimentales
publicados para complejos metalicos coordinados a un solo ligando,
VOL®?®® Estas asignaciones pueden ser confirmadas por la desaparicidon de las
especies (I) y (1) en exceso de ligando®. Todos estos resultados coinciden con la

" A. Dérnyei, S. Marcdo, J. Costa Pessoa, T. Jakusch, T. Kiss, Eur. J. Inorg. Chem. (2006)
18:3614-3621.

2 3B. Etcheverry, E.G. Ferrer, L. Naso, J. Rivadeneira, V. Salinas, P.A.M. Williams, J. Biol. Inorg.
Chem. (2008) 13:435-447.

*8 G.R. Hanson, Y. Sun,C. Orvig, Inorg. Chem. (1996) 35:6507-6512.

% P. Cos, L. Ying, M. Calomme, J.P. Hu, K. Cimanga K, B. Van Poel, L. Pieters, A.J. Vlietinck, D.
Vanden Berghe, J. Nat. Prod. (1998) 61:71-76.
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titulacion espectrofotométrica, sugiriendo la formacién de trans-VOL,; como la
especie principal en solucion.

En la Figura 41 (izquierda) se muestra el espectro de EPR (banda X, 150K)
en varias relaciones L:M para el sistema morina:V(IV)O? (pH 5, etanol). En este
experimento, se utilizd VOS0,.5H,0 para obtener el cation V(IV)O*" en solucion,
capaz de interactuar con morina. Como se muestra en la Figura 41 desde una
relacion 10:1 hasta una relacion 2:1 (de A a D en la Figura 41, a la izquierda) solo
se puede observar una sefial de EPR lo que indica la formacion de una especie (l)
en este rango de concentraciones.

(M pram

UMW)

2800 2900 3000
H (Gauss)

fifii

2800 2900 3000
H (Gauss)

Figura 41. Espectros registrados en la region de campo bajo, a 150 K de soluciones etandlicas de
sistemas V(IV)OZ"-morina. lzquierda: (A=1:10, B= 1:7, C=1:4, D=1:2, E=1:1,5, F=1:1, G=1:0,7, H=1:0,5).
Derecha: linea sédlida: LIM = 1:1, linea con guiones: especie simulada (ll): soluciéon etandlica de
V(IV)O%, linea punteada: solucién de oxovanadio(IV) (1x10° M): especie simulada (1) (cis-VOL,.H20).
Concentracion total de morina: 1x10° M.

Mediante la simulacion del espectro se predice la formacion de un
cromoforo de vanadio con parametros para el Hamiltoniano de espin y constantes
de acoplamiento hiperfino de:

gn=1,937; Ay=174,5x10*cm™;
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9.=1,980; A, =65x10*cm"

Para relaciones inferiores a 2 (E, F, G y H (Figura 41, izquierda) se
observan varios cambios en los espectros y aparecen 2 sefiales: una es la especie
(I) y la otra es una nueva especie (especie (I1)).

Los parametros calculados para la especie () coinciden con los datos
encontrados para compuestos de oxovanadio (IV) con cuatro oxigenos en la
esfera de coordinacién. Considerando las diferentes contribuciones a la constante
de acoplamiento hiperfino, se puede concluir que la conformacién de la especie |
podria corresponderse con el modo de unién en el complejo sélido con un
conjunto de donores ecuatoriales 2(C=0), 1(Ar-O’) y una molécula de agua en la
cuarta posicion en el plano ecuatorial (cis-VOL;,.H20). Por lo tanto se sugiere que
la principal especie en solucion a pH 5 es VOL,. La sefial atribuida a la especie |l
también fue simulada (Figura 41, derecha) y los parametros Hamiltonianos vy las
constantes de acoplamiento hiperfino tienen una buena correlacién con aquellos
medidos en solucién etandlica para V(IV)0?*:

an= 1 ,933; A|| =181 ,5 X 10-4 cm'1;
g.=1,979: A.=70,5x 10™cm’

3.1.4.5. Analisis e identificacion de las especies en solucion para el sistema
acido clorogénico:V(IV)O**. Diagramas de distribucion de especies y
espectros de Resonancia Paramagnética Electronica (EPR)

Si bien las constantes de desprotonacion del &acido clorogénico han sido
estudiadas®®>**°"*8  éstas fueron recalculadas para las condiciones experimentales
de nuestros ensayos utilizando los programas de calculo pKas y BEST. Los
valores calculados (pKi= 3,42, pK,= 8,35 y pK,=12,25) resultaron comparables
con los reportados en la literatura®=>°%>°_En relacién al valor del pKs (12,25) cabe
mencionar la existencia de cierta dispersion en los valores reportados que puede
atribuirse a la limitacién del funcionamiento del electrodo de vidrio a valores altos
de pH.

El modelo de especiacion propuesto para el sistema ternario VO#*/L¥*/H" y
las correspondientes constantes de formacion para las especies se muestran en la
Tabla 5. En el mismo se incluyen dos especies producto de la hidrolisis del cation
oxovanadio(lV). Durante la formulaciéon del modelo se incluyeron en el sistema
diversas especies complejas tanto mono como bimetalicas. Sin embargo las
mismas debieron ser descartadas para lograr el mejor ajuste con los datos
experimentales.

% J.P. Cornard, C. Lapouge, L. Dangleterre, C. Allet-Bodelot, J. Phys. Chem. (2008) 112:12475-
12484,

% | Lamy, M. Cromer, J.P. Scharff, Anal. Chim. Acta (1988) 212:105-122.

5" M.L. Adams, B. O’Sullivan, A.J. Downard, K.J. Powell, J. Chem. Eng. Data (2002) 47:289-296.
%8 Lamy, M. Seywert, M. Cromer, J.P. Scharff, Anal. Chim. Acta (1985) 176:201-212.

%9 N.D.Chasteen, L.J.Berliner, J. Reuben, Plenum, New York (1981).
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Especies(pqr) Férmula log B
011 HL* 12,25
012 H.L 20,60
013 HsL 24,02
110 ML 16,44
120 ML,* 31,1
122 M(HL),” 40,88
10-1 (MH_,)" -5,50
10-3 (MH_;) -17,90

Tabla 5. Composicion, notacion y constantes de formacion (B) para el sistema V(IV)02+IL3'I H® (0,150
M NacCl, a 25 °C).

Con el fin de describir el sistema y cotejar los resultados con los obtenidos
por espectroscopia EPR, en la Figura 42 (A) se muestra el diagrama de
distribucion de especies en funcién del pH en el rango 2,4-7,5 obtenido para las
siguientes concentraciones totales: V(IV)O?*: 2,5 mM y &cido clorogénico: 5 mM.

100 1 Figura 42 A. Diagrama de
U] (v) distribucion de especies en
() soluciéon en funcién del QIZ-I
para el sistema V(IV)O™/
acido clorogénico con
concentraciones totales de
2,5mM y 5,0mM,
respectivamente.
40 1 Denominacién de las

especies: (1), [VO(H20)s]** ;(I)

[ee]
o
!

% [V(IV)0?*]

M(HL)2%; (Ill), ML, (IV), ML2™.

Los espectros de EPR de soluciones de idénticas concentraciones totales,
registrados a diferentes valores de pH se muestran en la Figura 42 (B). En la tabla
6 se presentan los parametros para el Hamiltoniano de Spin resultados de las
simulaciones realizadas para cada una de las especies identificadas en solucion.
Los cambios observados en los espectros de EPR con la variacién de pH estan de
acuerdo con la presencia de las especies predichas por el modelo de especiacion
propuesto.
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Figura 42 B. Componente paralela en la regién a campo bajo paralos espectros de EPR en banda
X, registrados para soluciones acuosas de V(IV)O* %l acido clorogénico (2,5 mM: 5,0 mM) a 120 K,
a diferentes valores de pH.

Especies a Coordinacién | g(x) a(y) d(z) 6 Jiso AX)* | Aly)* | A(z) 6 An* | Aiso*
diferentes pH ecuatorial au

V(IV)0™, 4 H,0 1,982 1,977 1,935 1,965 70 70 182 107,3
Especie (I)
Especie (ll) 2CO00, 2 1,987 1,977 1,940 1,968 69 69 175 104,3

H.O

Especie (lll) 2 ArO,2H,0 | 1,975 1,982 1,944 1,967 56 62 169 95,66
Especie (IV) 4 ArO’ 1,978 1,982 1,955 1,972 50 52 155 85,67

Tabla 6. Parametros de EPR para el sistema VO**/clorogénico (2,5 mM:5 mM).

“Valores de A en 10* cm™.

El diagrama (Figura 42 (A)) muestra que a partir de pH 2,8 comienza a ser
apreciable la especie compleja M(HL),? en coexistencia con V(IV)O?" libre. Esto
se corresponde con la aparicion de la sefial denominada (II) en el EPR registrado
a pH 2,8. A partir de pH 3,7 se predice la presencia de dos especies complejas la
M(HL),? junto a la ML presente en menor proporcion. Concordantemente, se
observa en el espectro EPR registrado a pH 3,7 (Figura 42 (B)) la sefal
denominada (lll) correspondiente a la nueva especie, simultaneamente con la
sefial (I). A partir de pH 5 la especie compleja ML,™ resulta ser mayoritaria en la
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solucion. La aparicion de una unica sefal denominada (IV) y asignada a ésta
especie en el EPR registrado a pH 7,8 esta de acuerdo con la desaparicion total
de la especie M(HL),?, seguin muestra el diagrama de distribucion de especies.

Cabe mencionar que el modelo propuesto predice para una relacion de
concentraciones M/L 1:1 (Figura 43) la presencia de la especie ML™ como
mayoritaria en la solucion en un rango de pH entre 4,2 - 6,20. Esta observacion
estd de acuerdo con la estequiometria del solido obtenido y caracterizado
descripto anteriormente.
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Figura 43. Diagrama de distribucion de especies en solucién en funcion del pH para el sistema
V(IV)0*? acido clorogénico (Concentracion total= 2,5 mM). Denominacion de las especies: (I),
[VO(H20)s)** ; (1) M(HL)2%; (1), ML,  (IV), ML2™; (V) (MH.1)*; (V1) (MH.3)".

Del analisis de los parametros obtenidos de las correspondientes
simulaciones de los espectros EPR para las especies distinguidas en solucion
(tabla 6), y utilizando la “regla de la aditividad” se pueden sugerir los diferentes
modos posibles de coordinacion con el centro metalico. Asi es posible identificar la
presencia de vanadio libre ([VO(H20)s]**, especie I, Ay cac= 182,8 x 10™ cm™) tanto
a pH acido como en coexistencia con la denominada especie Il como se menciono
previamente. En relacion a los potenciales sitios de coordinacion disponibles para
el acido clorogénico, se debe tener en cuenta que son tanto el grupo carboxilato
como los restos OH presentes en los anillos fendlicos. La interaccion que se
observa a bajos valores de pH con la aparicion de la especie (ll), hace posible
deducir la presencia del grupo carboxilato en la esfera de coordinacion. El
diagrama de especiacion del complejo muestra la presencia del ligando
doblemente desprotonado coordinado al metal y teniendo en cuenta el valor de
pKa de 3,42 obtenido para el acido clorogénico (COOH) se puede especular que el
grupo carboxilico puede eventualmente interactuar con el metal a través del grupo
carboxilato formado'®. Sobre esta base y con la propuesta de una coordinacion
ecuatorial formado por dos grupos carboxilato provenientes del ligando y dos
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moléculas de agua, el calculo de A indica un valor de 175,6 x 10 cm™ (A H20=
457 x 10* cm™; A coo = 42,1 x 10 cm™)® en excelente correlacion con el valor
obtenido por simulacion del espectro. La probable interaccién del metal a través
del grupo OH fendlico desprotonado queda descartada en base al valor calculado
para la constante de acoplamiento hiperfina. Los estudios previos existentes a la
interaccién de este ligando con diferentes metales®°"*%%%" predicen que a
medida que aumenta el pH del medio, los subsiguientes puntos de interaccion
posibles son a través de la deprotonacién y coordinacion de los restos OH
provenientes de los anillos fendlicos en el otro extremo de la molécula. Esto se
debe esencialmente a cambios que ocurren en la distribucion electrénica en el
anillo de fenilo y la cadena carbonada, en efecto, el anillo adquiere una
conformacién quinoidal en las longitudes de los enlace C-C y ese efecto es
acompafado por una modificacion de la distribucién electronica de los
sustituyentes para preservar la conjugacion®. De este modo, descartando la
posibilidad de interaccién del grupo hidroxilo alifatico localizado en la posicion
adyacente del grupo carboxilato, la interaccion ocurriria en el otro extremo de la
molécula como se observa para otros complejos formados entre el acido
clorogénico y los metales Fe®, Pb®' y AI*®.

Como se mencionara en la parte experimental, al momento de formular el
modelo de especiacién se tuvieron en cuenta otras especies entre ellas las
bimetalicas, como por ejemplo las que planteaban algunos de los estudios
mencionados en relacion a la coordinacion de dos metales sobre ambos extremos
del ligando. Sin embargo cuando se postuld la existencia de dichas especies en el
caso del oxovanadio(lV), el ajuste del programa empeord o presenté mucho error
lo que llevd a descartar las mismas del modelo propuesto. Teniendo en cuenta
esta informacién, se plantea para la especie denominada (lll) una esfera de
coordinacion que contenga, de acuerdo a lo predicho por el diagrama de
distribucion de especies, un ligando que estaria coordinando por medio de dos
grupos ArO" y completarian la coordinacion dos moléculas de agua en el plano
ecuatorial. Esta suposicién conlleva a un célculo de A; = 169,2 x 10* cm™ (A,
H20=45,7 x 10 ecm™; Ay a0” = 38,9 x 10 cm™)*>®! estando este valor en buena
correlacion con el espectro experimental simulado. A valores mayores de pH, tanto
el diagrama de distribucion de especies como el valor ajustado en el EPR
experimental dan cuenta de una mayor desprotonacion del ligando. Teniendo en
cuenta ademas que la tendencia a la disminucion de A, y el aumento de g,
indicaria la presencia de donores oxigenados fuertes cargados negativamente®,
podemos asumir para la especie denominada (IV) una coordinacion en el plano
ecuatorial que incluya cuatro grupos O interaccionando con el catién vanadilo. Si
realizamos la prediccion del valor de Ay (Ay ArO™ = 38,6 x 10 cm™") este muestra
un valor de 154,4 x 10* cm™ que coincide bien con el simulado para el espectro
EPR obtenido en ese rango de pH.

% T.S. Smith II, R. LoBrutto, V.L. Pecoraro, Coord. Chem. Rev. (2002) 228:1-18.

®1 T Jakusch, W.Jin. L.Yang,T.Kiss, D.Crans, J. Inorg. Biochem. (2003) 95:1-13.
62 E Garribba, E. Lodyga-Chruscinska, D. Sanna, G. Micera, Inorg. Chim. Acta (2001) 322:87-98.
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3.1.5. Conclusiones

Durante el transcurso de este trabajo de tesis se sintetizaron 4 nuevos complejos
con el cation oxovanadio(lV). Los mismos fueron caracterizados desde el punto de
vista fisicoquimico utilizando técnicas espectroscépicas (FTIR, UV-vis,
Reflectancia difusa, EPR), anadlisis elemental y analisis térmico.

Las estructuras que se proponen a continuacién resultan del analisis en
conjunto de los datos experimentales enumerados anteriormente.

Para el complejo sélido [VO(crisina),EtOH], (VOcrisina), los analisis
elementales indican una relacién 2:1 (L:M, ligando:metal) a la vez que las
determinaciones termogravimétricas ajustan razonablemente bien la presencia de
una molécula de etanol de coordinacién, siendo el rango de temperatura de su
pérdida el esperado para el mismo. A su vez, tanto la posicion de las bandas en el
espectro de reflectancia difusa (650 nm y 580 nm); como los cambios observados
en las bandas que se presentan en el espectro FTIR del complejo relacionadas a
frecuencia de estiramiento del grupo ((v(C=0)) y del grupo ArO" desprotonado
(proveniente del residuo 5-OH) del flavonoide, asi como la posicion relativa de la
banda asignada a la frecuencia de estiramiento V=0 (968 cm™') permiten a priori
proponer un entorno oxigenado en la esfera de coordinacién del cation
oxovanadio(lV). La estructura finalmente se propone como dimérica sobre la base
de su espectro de EPR que muestra las trazas caracteristicas (multiplicidad de
lineas y anchura del espectro alrededor de 3500 G) para la presencia de un
complejo de estas caracteristicas. En ese contexto, tanto el valor de la constante
de acoplamiento hiperfina, que resulta ser la mitad del valor obtenido para el
mondmero de oxovanadio(lV), como el valor obtenido por utilizacién de la regla de
aditividad para la constante de acoplamiento hiperfino (A = 173,7 x 10* cm™)
estdn de acuerdo con la presencia de un complejo de conformacién cis-
VOL,(etanol) en estado sélido (ver cuadro).

En cuanto a la especie que se presenta en solucion etandlica ha sido
posible también comprobar por medio de la titulacion espectrofotométrica la
presencia de una especie de relacién 2:1 (L:M) para el complejo en solucion. A su
vez la espectroscopia EPR ha identificado la conformacién trans-VOL; (la que
probablemente incluya ademas una molécula de etanol en coordinacion axial al
centro metalico como la especie principal en solucion (ver cuadro).
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Sistema
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En el caso del complejo con silibinina, los analisis denotan la formacion de
una sal sodica representada con Nay[VO(silibinina)2].6H2O (VOsilibinina) a la vez
que por termogravimetria se logra determinar la pérdida de 6 moléculas de agua
de hidratacion asi como la formacién de residuo conteniendo compuestos con
sodio que avalan la estequiometria propuesta para esta sal. El espectro de
reflectancia se muestra también concordante con la presencia de entornos
oxigenados coincidiendo con los datos espectroscépicos de FTIR que evidencian
cambios en los modos de las frecuencias caracteristicas para el grupo (v(C=0) y
de los grupos ArO" desprotonados (provenientes del residuo 3-OH 6 5-OH) del
flavonoide proponiendo la coordinacion del ligando al centro metalico por esa via
formando una estructura del tipo trans-VOL,. Asimismo el pH de preparacion del
complejo favorece la desprotonacion de grupos OH adicionales que resultan en la
obtencion de la sal sédica.

Del mismo modo para este sistema, la especie detectada en solucién
etandlica a pH=9 resulta ser de relacion 2:1 de acuerdo a los resultados obtenidos
mediante la titulacion espectrofotométrica, asimismo el espectro UV-vis resulta ser
coincidente con la interaccion del ligando via dos grupos C=0 y dos restos ArO"
provenientes de dos ligandos en una conformacion trans-VOL; (solvente) en forma
coincidente con el sitio de coordinacion propuesto para el complejo soélido.

El complejo obtenido con morina responde a la formulacién propuesta de
[VO(morina);H20].5H,0 (VOmorina), tal como indicaron en un principio los
resultados obtenidos para los analisis elementales, asi como los estudios
termogravimétricos que dan cuenta de la pérdida de las 5 moléculas de agua de
hidratacion. A su vez, tanto el espectro de reflectancia difusa del complejo que
muestra la banda principal a longitudes de onda mayores a 800 nm como los
analisis de los espectros de FTIR que revelan el corrimiento a menores
frecuencias de la banda asociada al estiramiento C=0 asi como cambios en las
bandas que identifican los restos OH del ligando sugeririan que la coordinaciéon
con el metal seria a través del oxigeno del grupo carbonilo y algun resto Ar-O
proveniente de la posicion 5 6 3 de los atomos de carbono en los anillos de la
morina. De la misma forma el espectro de EPR indica la formacién de una especie
monomérica con coordinacion ecuatorial de dos atomos de oxigenos
pertenecientes a dos grupos C=0 de dos ligandos, un grupo ArO” y una molécula
de agua conformando una estructura del tipo cis-VOL,.H20.

En cuanto a lo estudiado en solucién, tanto la titulacién espectrofotométrica
como los estudios de EPR denotan la presencia de un especie de relacién 2.1 L:M
con coordinacién similar a la obtenida para el complejo solido (cis-VOL,.H20).

Finalmente, de los estudios realizados para el sistema clorogénico/V(IV)0O**
las diferentes caracterizaciones permiten proponer un complejo soélido de
estequiometria Na[VO(clorog)(H20)3].4H,0O (VOclorog). Cabe mencionar que las
condiciones de sintesis se basaron en los estudios potenciométricos, en los
diagramas de distribucion de las especies en solucidén y en los resultados de EPR
que evidenciaban la presencia de una especie unica de vanadio en dichas
condiciones. En el transcurso de los ensayos de preparacion, diversas técnicas de
sintesis arrojaban como resultados solidos impuros 6 con la presencia de especies
de vanadio en diferentes estados de oxidacion segun pudo comprobarse mediante
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EPR. Por otra parte los analisis elementales y los estudios de TGA confirman la
existencia de cuatro moléculas de agua asi como la presencia de sodio arrojando
como residuo final el NaVOs3;. En cuanto al estudio espectroscopico, si bien el
espectro UV-vis procedente de la disolucion del complejo solido indicaba la
presencia de un entorno oxigenado, la asignacién del espectro FTIR se tornaba
dificultosa debido a la existencia en el acido clorogénico de diversos sitios posibles
de coordinacién. Asi por ejemplo pudo reafirmarse la hipotesis de la presencia de
de sal sddica con la confirmacién de la no coordinacion del grupo carboxilato con
el V(IV)O?. Tampoco se modificaba la banda relacionada al estiramiento C=0,
observandose finalmente que los cambios ocurrian a nivel de los restos OH por
medio de los cuales el ligando accede a la interaccion con el centro metalico. Esta
suposicidon ademas se confirmaba el bajo valor de frecuencia de estiramiento
localizado para V=0. Lo sugerido espectroscopicamente quedo sustentado por los
datos de EPR del sélido que indican una esfera de coordinacién formada por dos
grupos ArO" provenientes del mismo ligando asi como la presencia de dos
moléculas de agua de coordinacion en posicién ecuatorial y la posibilidad de una
tercer molécula de agua en la posicion axial respecto a la entidad V(IV)O*
(cuadro).

En relacion a los ensayos en solucién, se tuvo la posibilidad para el acido
clorogénico de realizar las titulaciones potenciométricas que permitieron a su vez
proponer los diagramas de distribucién de las especies en solucion. Cabe
mencionar que para los sistemas con los flavonoides no fueron posibles de
perpetrar debido a la insolubilidad de estos compuestos en agua. La utilizacion de
estos diagramas asi como el seguimiento de la especiacién por EPR permitieron
detectar la presencia de la especie 1:1 M:L como mayoritaria en las condiciones
de sintesis (pH=5) y de la especie 1:2 M:L para condiciones de pH fisiolégico.

Por lo tanto, con los datos espectroscopicos, el analisis elemental, el
analisis termogravimétrico y la titulacion espectrofotométrica en un caso o
potenciométrica en otro caso, podemos estimar cual es el complejo de
coordinacion sintetizado, los que, como fuimos mencionando se encuentran
resumidos en el cuadro.

Por otro lado, los estudios en solucién nos permiten determinar cual es la
especie mayoritaria formada. Esta informacion es necesaria para la identificacion
de las especies bioactivas en solucion y la interpretacion a posteriori de los
ensayos de capacidad antioxidante y actividad bioldgica.
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3.2. Capacidades antioxidantes: flavonoides
3.2.1. Capacidad para secuestrar el radical DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

La capacidad antioxidante de los compuestos frente al radical DDPH" (radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo) fue medida por el método de Yamaguchi y colaboradores’.
Este ensayo es ampliamente utilizado para el estudio de la actividad de
antioxidantes naturales debido a su alta sensibilidad y simpleza.

El DPPH’ es un radical libre estable, que disuelto en metanol posee color
violeta. Un agente antioxidante (que en teoria es un donor de hidrogeno) puede
reducir este radical (por transferencia de un &atomo de hidrégeno o por
transferencia de un electron seguida de la transferencia de un atomo de
hidrogeno) lo que produce una disminucion del color inicial. En el esquema 1 se
muestra el mecanismo por el cual el radical DPPH" acepta un hidrégeno
proveniente de un antioxidante?.

RH (antioxidante)

\
R YR j A,
O,N O,N
NO, R* 2 NO,
DPPH’

DPPH

Esquema 1. Reaccion entre un antioxidante (RH) y el radical DPPH para formar DPPH.

En las Figuras 1, 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos para la
capacidad secuestrante del radical DPPH" de ligandos, complejos y V(IV)O?" libre.
La misma es representada como el porcentaje del basal en funcion de la
concentracion creciente del compuesto.

El flavonoide crisina secuestra un 4% del radical a una concentracién de 25
MM (Figura 1), valor que concuerda con el encontrado en la literatura (1,1% para
crisina a 33 uM?®). El complejo en estudio, VOcrisina, secuestra un 9 % a la misma
concentracion. A una concentraciéon de 100 uM, el ligando libre secuestra solo un
18 % del radical DPPH’, en cambio la complejacién mejora dicha actividad
llegando a secuestrar el 45 % de mismo.

T Yamaguchi, H. Takamura, T.C. Matoba, J. Terao, Biosc. Biotechnol. Biochem. (1998) 62:1201-
1204.

2 J.K. Moon, T. Shibamoto, J. Agric. Food Chem. (2009) 57:1655-1666.

® Burda S, Oleszek W, J. Agric. Food Chem. (2001) 49:2774-2779.
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una concentracién de 50 uM°®. El valor determinado en nuestro caso es de 16 %
de inhibicion para el radical DPPH" a una concentracion de 100 uM (Figura 2.). La

complejacién mejora 5 veces esta actividad, ya que VOsilibinina ejerce un 83 % de

medidas de EPR, la silibinina posee un Clsy >1000 pM*.
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El sistema conteniendo morina se comporta de tal forma que tanto la morina
libre como su complejo con oxovanadio(IV) muestran similar y alta capacidad de
secuestro del radical DPPH" (Figura 3) , donde los valores son 88 y 90 %
respectivamente a 100 pyM. Nuestros datos sobre morina coinciden con otros
reportados previamente (Clso= 17,89 uM’ , Clso= 16,50 pM®, Clso = 17,13 pM®).

120

[ VOmorina
W23 morina

vvo?* Figura 3.
v Efecto de VOmorina, morina y V(IV)O0*en la
reduccion de la concentracion de DPPH'.
Los valores son expresados como el
promedio * SEM en tres ensayos
independientes.
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3.2.1.1. Conclusiones sobre la capacidad para secuestrar radicales DPPH’

Aquellos flavonoides que no presentan ningun grupo hidroxilo en la molécula
(flavonas, flavanonas y 8-metoxiflavonas) o que presentan un unico grupo hidroxilo
en posiciéon 5 y/o 7, no son buenos agentes secuestrantes del radical DPPH’. Por
otro lado, aquellos ligandos que contengan un grupo hidroxilo en posicion 4’
muestran una actividad antirradical > 90 %. Aparentemente la presencia de dicho
grupo es esencial para esta actividad. Por otro lado, existen ciertas caracteristicas
como el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 en el anillo C (C,-Cs3) y la presencia
de gupos hidroxilos en las posiciones 3 y/o 3’ que refuerzan la actividad
antirradical.

La baja actividad antioxidante de silibinina en comparacién con quercetina
(Clso = 8,9 uM) se debe a que el flavolignano posee un grupo guaiacil o coniferil en
lugar de un grupo catecol® y la baja actividad de crisina puede deberse a la
ausencia del grupo OH en la posicion 3 del anillo C.

En el caso de la morina, la actividad antioxidante esta asociada a la
contribucion del grupo 3-OH que esta presente en el anillo C, el cual se encuentra
involucrado en la transferencia de un atomo de H hacia el DPPH formando una
especie no radicalaria estable’. A través de métodos experimentales y
computacionales, se encontré6 que los grupos 3-OH, 2'-OH y 4'-OH son los

”'S. Tachakittirungrod, F.lkegami, S. Okonogi, Sci. Pharm. (2007) 75:179-193.
8 D. Villafio, M.S. Fernandez-Pachon, M.L. Moya , A.M. Troncoso , M.C. Garcia-Parrilla, Talanta
52007) 71:230-235.
A. Seyoum, K. Asres, F. Kandeel El-Fiky, Phytochem. (2006) 67:2058-2070.
'S, Burda, W. Oleszek, J. Agric. Food Chem. (2001) 49:2774-2779.
" QK. Panhwar, S. Memonb, M.I. Bhanger, J. Mol. Struct. (2010) 967:47-53.
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principales sitios reactivos, y la quinona 3-O-2'-O es el primer producto de la
reaccion, que tiende a prevalecer en la forma enol a través de un efecto
tautomérico, cuya disposicion estructural observada corresponde a la semiquinona
3-0.  Luego de la complejacion, y debido a que el grupo 3-OH estaria
involucrado en la coordinacién con el atomo de vanadio, los grupos 2'-OH y 4'-OH
probablemente estarian involucrados en la transferencia del atomo de H.

En el caso de VOsilibinina, ocurriria algo parecido ya que el grupo 3-OH (o
el 5-OH) estaria involucrado en la coordinacién con el oxovanadio(lV) y los grupos
OH libres que pertenecen a los anillos D o E estarian involucrados en la
transferencia de un atomo de H.

3.2.2. Actividad antioxidante total (TAA) y coeficiente antioxidante
equivalente trolox (TEAC)

La actividad total antioxidante se midi6 usando el coeficiente antioxidante
equivalente (TEAC) de trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico). La sal del cation radical (acido 2,2'-azino-bis (3-etil-benzotiazolino-6-
sulfénico), ABTS™, fue generada incubando ABTS con peroxidisulfato de potasio
(K2S20s) (Esquema 2). Este método permite evaluar la capacidad de donacion de
un atomo de hidrégeno o un electrén por parte del antioxidante estudiado al catidén
radical generado. El catién radical en este caso se reduce, lo que se traduce en
una disminucion de la absorbancia medida.

+ KzSzOg

- 0 o . .0
O\S// W0 N (i\ o)
) S S S S s S s
o/ _ N\ » [ \
>—N—N:< 0] 0 B:N_N:< 0
N N N N
| | 7 | ‘
le

CHiCHs  CHCH,

CHCHs — CH,CH,

ABTS™
ABTS

Esquema 2. Estructura y formacion del cation radical ABTS™ a partir de ABTS y peroxidisulfato de
potasio.

En las Figuras 4, 5 y 6 se presentan los resultados obtenidos para los
diferentes ligandos, complejos, V(IV)O?* y trolox en relacién a la capacidad
secuestrante del cation radical ABTS™.

Los resultados se expresan como la concentracion mM de Trolox (TEAC)
equivalente a la actividad de una solucion 1 mM del compuesto testeado. Dicho
valor se calcula con la pendiente del grafico del porcentaje de inhibicion de la

2. A.M. Mendoza-Wilson, H. Santacruz-Ortega, R.R. Balandran-Quintana, J. Mol. Struct. (2011)
995:134-141.
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absorbancia en funcién de las concentraciones usadas dividido por la pendiente
del grafico del Trolox'>"*,

El valor previo de TEAC reportado para crisina fue de 1,43 mM indicando la
contribucion del anillo A'™. En nuestro caso, los datos de TEAC que obtuvimos
fueron 0,9 mM para crisina y 3,96 mM para el complejo, es decir, la complejacién
mejora la actividad secuestrante frente al cation radical ABTS™.

120

[ VOcrisina H
crisina Flgl_'lra 4 . . .
Vv)o? Actividad antioxidante total medida

B trolox

como la reducciéon del cation
radical ABTS™ por agregado de
VOcrisina, crisina, V(IV)02+o trolox.
Los valores son expresados como
el promedio * error estandar en 3
ensayos independientes.

% Basal

Concentracion uM

Se puede observar en el gréafico de la Figura 4 que a altas concentraciones el
complejo se comporta como el trolox, antioxidante de referencia, secuestrando
casi el 100 % del radical.

En la Figura 5 se observa que tanto VOsilibinina como silibinina se
comportan en forma comparativa al trolox a altas concentraciones, secuestrando
el 90% del cation radical.

El valor de TEAC obtenido para VOsilibinina fue de 1,83 mM mientras que
para silibinina fue de 1,80 mM. Nuestros datos estan de acuerdo con los
reportados para silimarina’® (debe tenerse en cuenta que silibinina constituye
aproximadamente el 80 % de silimarina’”).

¥ RN. Pellegrini, A. Proteggente, A. Pannala, M. Yang, C. Rice-Evans, Free Radical Biol. Med.
S1999) 26:1231-1237.

* 8. Gorinstein, S. Moncheva, E. Katrich, F. Toledo, P. Arancibia, |. Goshev, S. Trakhtenberg , Mar.
Pollut. Bull. (2003) 46:1317-1325.

'S K_E. Heim, A.R. Tagliaferro, D.J. Bobilya, J. Nutr. Biochem. (2002) 13:572-584.

®E, Koksal, 1. Gllen, S. Beyza, O. Sarikaya, E. Bursal, J. Enzym. Inhib. Med. Chem. (2009)
24:395-405.

7N, Bhatia, J. Zhao, D.M. Wolf , R. Agarwal, Cancer Lett. (1999) 147:77-84.
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En la Figura 6 se observa que a altas concentraciones (50 y 100 uM) tanto
morina como su complejo con el ion oxovanadio(lV) se comportan de manera
similar al trolox, secuestrando casi la totalidad del cation radical ABTS™. A
menores concentraciones morina y VOmorina son agentes secuestrantes mas
eficientes que el trolox.

El valor TEAC para morina es 2,05 mM, la complejacién no mejora dicho
valor siendo el TEAC para VOmorina 1,98 mM. Nuestros datos para morina
concuerdan con los reportados en la literatura (TEAC=2,55 mM™ ; TEAC=1,79
mM' y TEAC=1,20 mM?).

120

[ VOmorina

V77 morina

N y(v)o?*
B2 trolox

Figura 6. Actividad antioxidante total
medida como la reduccién del cation
radical ABTS™ por agregado de
VOmorina, morina, V(IV)0** o trolox.
Los valores son expresados como el
promedio * error estandar en 3

ensayos independientes.
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'8 C.A. Rice-Evans, N.J. Miller, G. Paganga, Free Radical Biol. Med. (1996) 20:933-956. .
¥ R. Apak, K. Guglu, B. Demirata, M. Ozyirek, S.E. Celik, B. Bektasoglu, K. I. Berker, D. Ozyurt,
Molecules (2007)12:1496-1547.

% N. Nenadis, L.F. Wang, M. Tsimidou, Hong-Yu Zhang, J. Agric. Food Chem. (2004) 52:4669-
4674.
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3.2.1. Conclusiones

Por lo visto anteriormente, todos los ligandos presentan un valor de TEAC menor
que el valor reportado por distintos autores para quercetina (TEAC=4,7mM17,
TEAC=4,7 mM?"; TEAC=3,1 mM# y TEAC=4,4 mM?3).

La mayor actividad antioxidante de quercetina frente al cation radical
ABTS™ puede deberse a la presencia, en su estructura, de dos grupos hidroxilo
en posicion orto en el anillo B, ademas de la presencia de un doble enlace entre
los carbonos 2 y 3 (C2-C3) y una funcién oxo en posicion 4 del anillo C, como se
mencionod en el Capitulo 1. Dicha disposicién de grupos en la estructura de este
ligando aumenta la deslocalizacién electronica. A pesar que quercetina y morina
presentan el mismo numero de grupos OH como sustituyentes, la menor
capacidad antioxidante de morina podria deberse a que presenta dos grupos OH
en posicién meta en el anillo B y no en posicion orto como quercetina®.

La complejacion mejora la actividad del ligando solo para crisina (4 veces).
En este caso el valor de VOcrisina se asemeja a los valores reportados para
quercetina.

3.2.3. Actividad superoxido dismutasa simil

El método no enzimatico para medir la capacidad SOD-simil consiste en generar
el radical superoxido a través del sistema fenazina-metosulfato (PMS)/
nicotinamida adenina dinucledétido reducido (NADH) (Esquema 3). Esos radicales
son capaces de reducir el nitroazul de tetrazolio (NBT) a azul de formazan. Por lo
tanto se determina la habilidad que tienen los complejos, sus ligandos libres o los
cationes V(IV)O*" de inhibir dicha reduccién.

La concentracion de complejo que produce un 50 % de inhibicidn (Clsp) fue
obtenida del grafico: porcentaje de inhibicion de la reduccidén de NBT versus -log
de la concentracion de los compuestos testeados®.

NAD® PMS req) 2(disuelto) Azul de formazan

NADH PMS oy 0," NBT

Esquema 3. Mecanismo para la actividad SOD-simil utilizando en sistema NBT/NADH/PMS.

21 p.G. Pietta, J. Nat. Prod. (2000) 63:1035-1042.

2R, Re, N. Pellegrini, A. Proteggente, A. Pannala, M. Yang, C. Rice-Evans, Free Radical Biol.
Med. (1999) 26:1231-1237.

5 D. Prochazkova , |. Bousova, N. Wilhelmova, Fitoterapia (2011) 82:513-523.

2 D. Villafo, M.S. Fernandez-Pachén, A.M. Troncoso, M.C. Garcia-Parrilla, Anal. Chim. Acta
(2005) 538:391-398.

* M.N. Patel, D.S. Gandhi, P.A. Parmar, Inorg. Chem. Comm. (2011) 14:128-132.
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En la Figura 7 se presenta el % de la inhibicidn de la reduccidn del NBT en
funcion del logaritmo negativo de la concentracion de crisina y/o VOcrisina. Debido
a que por debajo de una concentracion de 1x10™* M el flavonoide crisina no es
soluble en el medio de reaccion, los datos se presentan dentro del rango de
solubilidad para el mismo. El valor de Clsy (concentracidén requerida para inhibir el
50 % de la reduccion del NBT) obtenido para el complejo fue de 157 yM mientas
que el ligando practicamente no presenta actividad. Estos valores indican que no
son buenos agentes SOD miméticos (valor limite de Clso para considerar actividad
SOD moderada, 20 uM).
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Figura 7.

Efecto de VOcrisina y crisina en la

reduccion de NBT por medio del radical
VOcrisina superoxido generado por un método no
enzimatico.
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Para el sistema con silibinina, la determinacién de la capacidad del ligando
para secuestrar el radical anion superéxido realizada con el método no enzimatico
mostré que se necesita una concentracién de 3,16 uM para inhibir un 50 % de la
reduccion del NBT. Dicho valor es menor que los encontrados en la literatura ya
que en esos ensayos los aniones radical superoxido fueron generados por
diferentes métodos (35% de inhibicién para 50 uM® y Cls=55 uM°), por lo tanto
no son comparables en forma directa. Sin embargo, podemos decir que en el
ensayo realizado la complejacion mejora la actividad superoxido dismutasa simil
(Cl50=0,26 pM), siendo ésta al menos
doce veces mayor que la encontrada
para silibinina en las mismas
condiciones experimentales (Figura 8).

100

80 +

60 o

Silibinina

Figura 8.

Efecto de VOsilibinina y silibinina en la
reduccion de NBT por medio del radical
superoxido generado por un método no
enzimatico.

40 +

VOsilibinina
20 +

% Inhibicién de la reduccion de NBT

-log [concentracion]

%y, Yang, K.X. Huang, H.B. Li, J.X. Gong, F. Wang, Y.B. Feng, Q.F. Tao, Y.H. Wu, X.K.Li, X.M.
Wu, S. Zeng, S. Spencer, Y. Zhao, J. Qu, J. Med. Chem. (2009) 52:7732-7752.
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En el caso del los estudios realizados para morina, se encuentra que La
concentracion de morina que produce una inhibicion en la reduccion de NBT del
50% (Clsp) es de 66 uM (Figura 9). Este valor difiere de los reportados
previamente porque para dichas determinaciones se utilizaron diferentes fuentes
de generacion de radicales superoéxido.
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Para VOmorina el Clsp es de 54 uM, lo que demuestra que la complejacion
mejora levemente la capacidad de secuestrar al anién radical superoxido, aunque

es mayor que el valor de 20 uM esperado para un compuesto con actividad SOD
mimética moderada.

3.2.3.1. Conclusiones

En el caso de algunos flavonoles como quercetina, fisetina y miricetina, la
presencia de un grupo hidroxilo en C-3’ (anillo B) y en C-3 (anillo C) se asocia con
una alta capacidad para secuestra el radical anion superéxido (Clsp =1,63 + 0,02
uM; 1,84 £ 0,07 uM y 0,33 £ 0,03 uM, respectivamente, medidas por el método del
nitrito). Morina y galangina presentan menor actividad SOD-simil (Clsp = 9,10 %
0,08 uM y 6,74 + 0,32 uM, respectivamente), debido a la ausencia del grupo 3'-
OH. La crisina no presenta actividad SOD simil debido a que no posee un grupo
hidroxilo en posicién 3 (anillo C)?’. Por otro lado, silibinina se comporta como el
mejor agente secuestrante de radical superdxido probablemente debido a la
sustitucion del grupo catecol o la presencia de grupos metoxi.

Cabe sefialar que los valores de Clso dependen tanto del reactivo que se
utiliza como detector (por ej. NBT) como de su concentracion. El valor de Clsp no
es apropiado para realizar comparaciones con los datos de literatura ya que dicho
valor es menor a medida que disminuye la concentracién de detector. Para valores

7p, Cos, L. Ying, M. Calomme, J.P. Hu, K. Cimanga K, B. Van Poel, L. Pieters, A.J. Vlietinck, D.
Vanden Berghe, J. Nat. Prod. (1998) 61:71-76.
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de Clso es posible calcular el valor de constante cinética (K) que es independiente
tanto de la naturaleza del detector como de su concentracion?®. En el caso del
NBT, Kner= 5,94 x 10* M s12°,

Utilizando la siguiente formula:
K= Kgetector ~ [detector]/ Cls

obtuvimos los valores de constantes cinéticas para los distintos ligandos y sus
complejos con el catiéon oxovanadio(lV) (tabla 1).

Compuesto Clso (uM) KM™s™
crisina * -
VOcrisina 157 1,1x10°
silibinina 3,16 5,6 x 10°
VOsilibinina 0,26 6,8x 10’
morina 66 2,7x10°
VOmorina 54 3,3x10°
V(IV)0* 15% 1,2x10°
SOD nativa 0,21%° 8,5x 10’

Tabla 1. Valores de Clso y constantes cinéticas para los distintos ligandos y sus complejos con
oxovanadio(lV).
* no presenta actividad

Teniendo en cuenta lo visto anteriormente, podemos concluir que con el
complejo de coordinacion VOsilibinina se logra un efecto secuestrante de aniones
superéxido del 80% del valor de la enzima nativa. Existen pocos reportes en la
literatura donde se logre imitar a la enzima de manera tan eficaz. Silibinina
también es considerada como buen agente SOD simil ya que presentan un valor
de Clsp <20 uM (3,16 yM).

3.2.4. Actividad antioxidante frente al radical OH’

En este ensayo el radical OH" es generado por el sistema ascorbato/Fe/H,0,
(Esquema 4). Los radicales formados reaccionan, luego, con la desoxirribosa, la
cual, en condiciones acidas, reacciona con el acido tiobarbiturico para dar un
cromdgeno.

2 3. Durot, C. Policar, F. Cisnetti, F. Lambert, J.P. Renault, G. Pelosi, G. Blain, H.K Youssoufi,
J.P. Mahy, Eur. J. Inorg. Chem. (2005) 2005:3513-3523.

# 7 R. Liao, X.F. Zheng, B.S. Luo, L.R. Shen, D.F. Li, H.L. Liu, W. Zhao, Polyhedron (2001)
20:2813-2821.

%'sB. Etcheverry, E.G. Ferrer, L. Naso, J. Rivadeneira, V. Salinas, P.A.M. Williams, J. Biol. Inorg.
Chem. (2008) 13:435-447.
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Fe"-EDTA + ascorbato ——> Fe™-EDTA + ascorbato oxidado
Fe*2-EDTA + H,0, — 5 Fe™-EDTA+OH + OH
desoxiribosa + OH’ — productos

calentamiento con
acido tiobarbiturico

cromégeno

Esquema 4. Mecanismo de generacion de radical OH’ y su posterior reacciéon con la desoxirribosa.

Algunos antioxidantes inhiben la degradacion de la desoxirribosa porque
compiten con la misma por el radical OH™".

En las figuras 10, 11 y 12 se muestra la capacidad antioxidante de los
diferentes ligandos, complejos y V(IV)O?* frente al radical OH". Los resultados se
expresan como % basal en funcion de la concentracién de compuesto.

En el caso de crisina, se observa que el complejo secuestra 75% del
radical, mientras que el ligando un 50 % a 100 uM (Figura 10). Esto indicaria que
la complejacién mejora la capacidad del ligando de secuestrar al radical OH".
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Figura 10. Efecto de VOcrisina, crisina
y V(IV)O?** sobre la degradacién de la
desoxirribosa a través del radical OH’
por el método del acido tiobarbiturico.
Los valores son expresados como el
promedio * error estandar en 3

20 4 ensayos independientes.
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Para silibinina, puede observarse que tanto silibinina como VOsilibinina
(Figura 11) secuestran al radical OH" con un efecto dependiente de la dosis,
mientras que el ligando libre inhibe la degradacion de la desoxirribosa en un 24 %,
el complejo lo hace en un 45 % a una concentracién de 100 uM. La complejacion
mejora la capacidad antioxidante frente a este radical. Segun Pascual y

pc. Moorhouse, M. Grootveld, B. Halliwell, J.G. Quinlan, J.M.C. Guttetidge, FEBS Lett. (1987)
213:23-28.
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colaboradores™, la silibinina es un agente secuestrante de radicales OH’ pero solo
a altas concentraciones.

100 1 VOsilibinina
Silibinina

=T V(Iv)0**
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Figura 11.

Efecto de VOsilibinina, silibinina y V(IV)0* sobre
la degradacion de la desoxirribosa a través del
radical OH’ por el método del acido tiobarbitirico.
Los valores son expresados como el promedio *
error estandar en 3 ensayos independientes.
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El ligando morina secuestra solo el 30% del radical, en contraste con el
complejo que tiene una capacidad antioxidante mas alta (60% de la degradacion
de los radicales a 100 uyM) (Figura 12). Por lo tanto, morina no muestra una gran
habilidad de secuestrar los radicales OH’ lo cual esta de acuerdo con los valores
que se encuentran en la literarura®. La unidn del grupo 3-OH al metal y la
formacion de un sistema conjugado, mejora dicha actividad.
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Figura 12.

Efecto de VOmorina, morina y V(IV)0?* sobre la
degradacion de la desoxirribosa a través del radical
OH’ por el método del é&cido tiobarbitarico. Los
valores son expresados como el promedio * error
estandar en 3 ensayos independientes.
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3.2.4.1. Conclusiones

De acuerdo a los datos presentados con anterioridad, observamos que la
complejacién mejora, para todos los compuestos, la actividad anti radical OH" del
ligando libre. Probablemente, en el caso de morina, la capacidad antioxidante es
incrementada debido a la participacion del grupo 3-OH y el carbonilo en C4 en la

32 C.Pascual, R. Gonz, J. Armesto, P. Muriel, Drug Develop. Res. (1993) 19:73-77.
¥ 0. Potterat, Current Organic Chem. (1997)1:415-440.
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quelacion del metal lo cual podria mejorar la deslocalizacién del electron impar del
anillo C por conjugacién « del anillo B.

La presencia de grupos OH en posicion 3 y 4’ (anillo B) incrementa
notablemente la capacidad de secuestro de radicales OH’ facilitando la
deslocalizacion de electrones por la generacién de un radical orto-semiquinona
estable. Aquellos flavonoides como los presentados en este trabajo de tesis que
carecen de la estructura 3’, 4’ catecol forman radicales relativamente inestables y
por lo tanto son débiles depuradores de radicales hidroxilo. Por otro lado la
sustitucién de los grupos 3-OH por un grupo metilo o un grug)o glicosilo anula
completamente la actividad antioxidante de algunos flavonoides™.

3.2.5. Ensayo de inhibicion del radical peroxilo (ROO’)

Este ensayo se basa en la capacidad de los antioxidantes de secuestrar al
radical peroxilo (ROQ"), el cual es generado por descomposicién térmica del AAPH
(2,2’-azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro) por término de 30 minutos a 37
°C (Esquema 5)*°. EI AAPH fue elegido por su habilidad de generar radicales
libres a un ritmo constante por largos periodos de tiempo (vida media, 175 hs). Se
utilizaron dos métodos, uno espectrofluorométrico y otro espectrofotométrico los
cuales varian solo en la sonda utilizada (sefialadas como moléculas blanco en el
Esquema 5), fluoresceina en el primer caso y piranina en el segundo caso.

0, Antioxidantes (AH)
" NH -t
c IR CI” NH,
H NJ}( N§N>Y ' 2 ﬂ}(o—o% ROOH +A’
2 + -
H,C CHs NH, Cl H2NH d cH,
3
AAPH N, ROO"
Molécula
blanco \
ROOA
P’ + ROOH

Esquema 5. Representacion del esquema competitivo para la determinacion de la capacidad de
secuestrar radicales peroxilo (generados a partir del AAPH en presencia de O3).

Los datos pueden ser presentados como valores de ORAC (capacidad de
absorciéon de radicales del oxigeno, para las medidas fluorescentes) o se puede
medir la fase lag que corresponde al tiempo (en minutos) que transcurre antes de
gue exista una notable reduccion en la absorbancia por consumo de la piranina,

¥ K_.E. Heim, A.R. Tagliaferro, D.J. Bobilya, J. Nutr. Biochem. (2002)13: 572-584.
B LM, Magalhaes, M. A. Segundo, S. Reis, J.L.F.C. Lima, Anal. Chim. Acta (2008) 613:1-19.
% W.Y. Huang, K. Majumder, J. Wu, Food Chem. (2010) 123: 635-641.
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debido a la interaccién previa entre el radical y el complejo® (para las medidas
especrofotométricas). Estos ultimos datos se presentan como valor de fase lag
(min) en funcién de la concentracion de los compuestos.

En la figura 13 se presenta un tipico grafico de decaimiento de la intensidad
de fluorescencia en funcién del tiempo para distintas concentraciones de trolox.
Con estos datos, se calcula el area bajo la curva (ABC) para las diferentes
concentraciones ensayadas y se obtiene la curva de calibracién:

y =0,1907 x — 0,8865 (r2=0,996)
El valor de ORAC relativo fue calculado como:

ORACreIativoz [(ABCmuestra'ABCblanco)/ (ABCtroon'ABCblanco)] * IVltrolox/l\/lmuestra
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Se obtuvieron los siguientes valores relativos para ORAC-fluoresceina:
11,90 para VOsilibinina y 5,03 para silibinina. Esto demuestra que la complejacién
mejora 2,37 veces la capacidad del ligando de secuestrar al radical ROO".
Silibini3rga presenta capacidad ORAC-fluoresceina algo menor que quercetina
(7,28)™.

Para el sistema con morina se observa que el tiempo de induccién aumenta
con el incremento de la concentracion de morina (fase lag=5,2 min), pero casi no
varia con los distintos agregados de complejo (Figura 14). Esto indica que
VOmorina (fase lag=1,8 min) no es eficaz eliminando radicales peroxilo (ROQO").
Los datos reportados indican que existe una fase lag de 5,2 minutos para morina a
10 uM*. Si comparamos dicho valor con el obtenido para quercetina (26,1
minutos) en las mismas condiciones de trabajo, podemos sugerir que tanto el
ligando como el complejo con oxovanadio (IV) tienen menos capacidad de
secuestrar al radical peroxilo. También, se puede observar en la Figura 14, que a
la misma concentracion, el trolox se comporta de manera menos efectiva.

37 C.D. Hapner, P. Deuster, Y. Chen, Chem. Biol Interact. (2010) 186: 275-279.

%S, Kohri, H. Fujii, S. Oowada, N. Endoh, Y. Sueishi, M. Kusakabe, M. Shimmei, Y. Kotake, Anal.
Biochem. (2009) 386:167-171.
% C.D. Hapner, P. Deuster, Y. Chen, Chem. Biol. Interact. (2010) 186:275-279
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Las pendientes de las rectas de tiempo de induccién frente a concentracion
indican una mayor reactividad de morina frente a los radicales peroxilo en
comparacion con VOmorina.

Figura 14.

Efecto de VOmorina, morina y trolox
sobre los radicales peroxilo generados
por el AAPH. Los cambios fueron
calculados como el tiempo de induccién
(fase lag) en el consumo de piranina.
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3.2.5.1. Conclusiones

Podemos concluir que la complejacion en el caso de silibinina y mejora la
capacidad de secuestrar radicales ROO’, pero en el caso de la morina, esta es un
agente mas eficaz que su complejo con oxovanadio(lV) para secuestrar dichos
radicales.

Segiin Cao y colaboradores®’, los compuestos que contienen multiples
grupos OH en su molécula poseen una fuerte capacidad antioxidante frente a los
radicales peroxilo, y evidentemente, luego de la complejacion, la presencia de
grupos OH en posicion meta no favorece la capacidad antioxidante con respecto al
ligando libre.

3.2.6. Acido clorogénico

Los polifenoles son definidos de acuerdo a la naturaleza del esqueleto carbonado
como acidos polifendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos*'. Debido a que el
acido clorogénico, que es uno de los compuestos fendlicos no flavonoides
presentes en la dieta, actia como agente antioxidante*?, incorporamos en este
capitulo el estudio de las mismas capacidades antioxidantes que realizamos con la
serie de flavonoides.

Cabe destacar que, al igual que con los otros ligandos, se realizaron los
mismos ensayos con el complejo VOclorog para poder visualizar si la
complejacidn mejora la capacidad antioxidante del ligando libre.

4 G. Cao, E. Sofic, R.L. Prior, Free Radical Biol. Med. (1997) 22:749-760.

M. Daglia, M. Racchi, A. Papetti, C. Lanni, S. Govoni, G. Gazzani, J. Agric. Food Chem. (2004)
52:1700-1704.
271 Gao, Y. Ci, H. Jian, C. An, Vibr. Spectrosc. (2000) 24:225-231.
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3.2.6.1. Capacidades antioxidantes: acido clorogénico

Con respecto a la capacidad de secuestrar el radical DPPH’, el sistema con el
acido clorogénico, esta en concordancia con lo encontrado en la literatura donde a
una concentracion de 50 uM el acido clorogénico secuestra un 80% del radical
DPPH" * (84 % a la misma concentracién, Figura 15). Puede verse, ademas, que
a una concentracion de 100 pM donde el ligando secuestra un 85% del radical
DPPH’, el complejo actia como un agente secuestrante mas eficiente
secuestrando el 93% a la misma concentracién. Otros reportes resultaron algo
diferentes: Clsp=317 uM (el acido clorogénico fue obtenido a partir de un extracto
proveniente de una madreselva del sur de China*!) y Clsp=25 uM (utilizando un
método de medida distinto’®).
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Figura 15.

Efecto de VOclorog, acido clorogénico y V(IV)0**
sobre la reduccién del radical DPPH'.
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En la Figura 16 se muestra la capacidad que tienen los compuestos de
secuestrar al cation radical ABTS™ y puede observarse que a concentraciones
altas (50 y 100 uM) el acido clorogénico y su complejo con oxovanadio(lV) se
comportan de la misma manera que el trolox, secuestrando casi el 95 % del
cation radical ABTS™. A menores concentraciones (10 y 25 uM) el ligando se
comporta como un agente secuestrante mas eficiente que VOclorog. El valor de
TEAC calculado para el acido clorogénico de 1,18 esta de acuerdo con los datos
reportados (TEAC: 0,98% y 1,30*) mientras que el valor de 1,66 obtenido para
VOclorog demuestra que se encuentran en el mismo orden de magnitud. Por lo
tanto, la complejacién no mejora la actividad del ligando libre.

43 M. Ohnishi, H. Morishita, S. Toda, Y. Yase, Ryo Kido, Phytochem. (1998) 47:1215-1218.

“z. Xiang, Z. Ning, LWT- Food Sci. Technol. (2008) 41:1189-1203.

“ A.S. Pannala, T.S. Chan, P.J. O’Brien, C.A. Rice-Evans, Biochem. Bioph. Res. Co. (2001)
282:1161-1168.

. Tabart, C. Kevers, J. Pincemail, J.O. Defraigne, J. Dommes, Food Chem. (2009) 113:1226-
1233.
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En la Figura 17 se muestra la capacidad de los compuestos de dismutar al
anién radical superoxido. Para el sistema con acido clorogénico, la complejacion
mejora notablemente la capacidad de secuestrar al anion radical superéxido. La
Clso para VOclorog es 20,46 uM y para el acido clorogénico Clsp: 1035 uM.
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Figura 17.

Efecto del VOclorog y el acido
clorogénico en la reducciéon de NBT
por medio del aniéon radical
superoxido generado por un método
no enzimatico.
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En la literatura se encuentran datos de Clsy correspondientes al ligando
medidos por otros métodos (Clso: 41,0212 yM por el método MPEC (2-metil-6-
metoxifeniletinilimidazopirazinona)*’, % de poder secuestrante del anién radical
0, 31,3 + 3,3 a 50 uM*® utilizando medidas de resonancia paramagnética
electrénica o inhibicién del 80 % a 100 uM generando el anion radical a través del
sistema xantina-xantina oxidasa®®). El valor de K (ver conclusiones) para el acido

47Y. Sato, S. Itagaki, T. Kurokawa, J. Ogura, M. Kobayashi, T. Hirano, M. Sugawara, K. Iseki, Int. J.
Pharm. (2011) 403:136-138.

8N, Nakatani, S. Kayano, H. Kikuzaki, K. Sumino, K. Katagiri, T. Mitani, J. Agric. Food Chem.
s2000) 48:5512-5516.
oM. Ohnishi, H. Morishita, S. Toda, Y. Yase, R. Kido, Phytochem. (1998) 47:1215-1218
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clorogénico (1,7 x 10° M s™) es comparable con el valor (1,5 x 10* M" s™)
encontrado en la literatura®.

Con respecto a la capacidad de secuestrar el radical OH’, para el sistema
con el acido clorogénico (Figura 18) se observa una relacion dosis-respuesta tanto
para el comportamiento del acido como para su complejo con oxovanadio(lV).
Puede verse que, mientras que el complejo secuestra 70% del radical a 100 pM el
ligando secuestra solo un 30%, concluyendo entonces que la complejacion mejora
la actividad secuestrante del radical OH’".
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S vve™ Efecto de VOclorog, acido clorogénico y
V(IV)0** sobre la degradacion de la
desoxirribosa a través del radical OH" por
el método del acido tiobarbiturico. Los
valores son expresados como el promedio
* error estandar en 3 ensayos
independientes
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Cabe mencionar que en la literatura existen diversos datos con respecto a
la actividad secuestrante del radical OH" por parte de éste que no concuerdan
entre si ni con nuestros valores. Xiang y Ning®' encontraron que el &cido
clorogénico secuestra un 60% del radical OH a 5650 pM (2mg/mL) utilizando
nuestro mismo método. Zhang y colaboradores® determinaron una Clsp=1,2 pM
para el acido clorogénico pero utilizando un método luminiscente. Por otro lado,
Gazzani y colaboradores determinaron que el ligando 5-cafeolquinico secuestra un
35 % del radical a 1300 uM, por el mismo método que utilizamos en nuestro
laboratorio pero con algunas modificaciones*'. Si bien los resultados reportados
difieren bastante entre si, pudimos demostrar que el ligando efectivamente
secuestra los radicales hidroxilo y que, comparando en el mismo ensayo, dicha
actividad se ve altamente favorecida por complejacion.

0¥, Kono, K. Kobayashi, S. Tagawa, K. Adachi, A. Ueda, Y. Sawa, H. Shibata, Biochim. Biophys.
Acta (1997) 1335:335-342.

o1 Z.Xiang, Z. Ning, LWT (2008) 41:1189-1203.

52 J.Shi, J. Gong, J. Liu, X. Wu, Y. Zhang, LWT-Food Sci. Technol. (2009) 42:477-482.
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En las figuras 19 y 20 se muestra el efecto de acido clorogénico y su
complejo con oxovanadio(lV) sobre el consumo de piranina por parte de los
radicales ROO’. En particular, se puede evidenciar que a todas las
concentraciones ensayadas, VOclorog secuestré6 mas eficientemente a los

radicales ROO’ que el ligando libre.
Ademas, esto puede ser evidenciado a través de un aumento de la fase lag

(35 min) en comparacion con el ligando libre (5,8 min).

10

Basal

5 uM éacido clorogénico
25 uM écido clorogénico
10 uM &cido clorogénico

eeoe

Figura 19.

Efecto del acido clorogénico sobre el
consumo de piranina por parte de los
radicales ROO".

AJA® (454 nm)

T
80 100

basal
VOclorog 5 uM
VOclorog 7,5 uM

T o e 0

’g VOclorog 10 uM Figura 20
§ Efecto de VOclorog sobre el consumo de
3 piranina por parte de los radicales ROO".
l\ ‘
N

X‘O 100
tiempo (min)

En la Figura 21 se presenta los valores de la fase lag en funcion de la
concentracion de acido clorogénico y su complejo con oxovanadio(lV). Se puede
observar que la complejacion mejora al ligando en la capacidad de secuestrar al

radical peroxilo.

106



VOclorog
Figura 21.

Fase lag para el consumo de piranina producida
por acido clorogénico y VOclorog.
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3.2.6.2. Conclusiones

La complejacién mejora la capacidad antioxidante del acido clorogénico frente a
todos los radicales ensayados (excepto frente al cation radical ABTS™, donde
ambos se comportan de la misma manera.

3.2.7. Resumen de las capacidades antioxidantes

Los tres flavonoides utilizados durante el transcurso de la tesis, el &cido
clorogénico y sus complejos con el catién oxovanadio(lV) son buenos agentes
antioxidantes frente al catidén radical ABTS™. Con respecto a los ligandos libres, la
morina y el acido clorogénico son eficientes agentes secuestrantes del radical
DPPH'y solo la silibinina actia como un compuesto SOD mimético.

La complejacién mejora la actividad de los ligandos libres frente a los
radicales DPPH’, O,", OH’, ROO’, excepto para la morina que es mas eficaz que
su complejo con oxovanadio(lV) en cuanto a su capacidad de secuestrar radicales
peroxilo, probablemente debido a la disposicién de los grupos OH sobre el anillo
B.

Compuesto | DPPH™? ABTS™ 0,”" OH™® ROO’
TAA* TEAC

crisina 18 91 0,90 * 50 ND

VOcrisina 45 98 3,96 157 75 ND

silibinina 16 92 1,80 3,16 24 5,03°

VOsilibinina 83 95 1,83 0,26 45 11,90°

morina 88 95 2,05 66 30 5,2°

VOmorina 90 98 1,98 54 60 1,8°

Acido 85 96 1,18 1035 30 5,87

clorogénico

VOclorog 93 97 1,66 20,46 70 35°

V(IV)0* 37 27 15 38

SOD nativa 0,21

?(100-% basal) a 100 uM
® Actividad SOD simil (Clso (uM))
€ ORACreIativo
4Fase lag (min)
* no presenta actividad
ND no determinado
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3.3. Actividad biolégica
3.3.1. Clivaje del ADN plasmidico

Se ha demostrado que algunos compuestos inorganicos poseen actividad de
clivaje del ADN y por eso han sido denominados “nucleasas inorganicas”. La
implicancia de estos compuestos se debe a que los mismos pueden ser utilizados
como probables agentes quimioterapéuticos, como es el caso de compuestos de
galio, rutenio, rodio, titanio y vanadio o como potenciales sustitutos para las
enzimas nucleasas naturales en técnicas de manipulacion genética’.

El estudio de la actividad nucleasa consiste en determinar la capacidad que
tienen las sustancias para escindir la cadena helicoidal de ADN. Por lo tanto, la
capacidad que poseen los complejos de coordinacion para cortar la doble hélice
de ADN actuando como nucleasas quimicas es de gran interés en el campo de la
medicina y la biotecnologia por el uso potencial de estos complejos metalicos
como agentes antitumorales como mencionaramos anteriormente.

Estudios previos han demostrado que la quercetina se une al ADN de timo
de ternero por atraccion electrostatica pero no cliva a este acido nucleico? y su
complejo con europio se intercala en el ADN y también se une a él por atracciones
electrostaticas. Con el fin de estudiar los posibles efectos de clivaje del plasmido
pA1 de ADN por silibinina y VOsilibinina se han realizado diversas experiencias
usando la técnica de electroforesis en gel. El efecto de VOsilibinina sobre el ADN
plasmidico en buffer MOPS (acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico) se muestra en
la Figura 1.

1 2 '3 '4-5.%6. 7. 8 9 10 {1 12 1

Figura 1. Clivaje del ADN por VOsilibinina en presencia de MPA y oxona en buffer MOPS. Calles 1, 2,
13, 14 - controles de ADN nativo y linearizado; 3 - VOsilibina 25 uM; 4 - VOsilibina 50 uM; 5- VOsilibina
50uM + MPA (acido mercaptopropionico); 6 - VOsilibina 50 uM + Oxona; 7 - VOSO, 50 uM; 8 -VOSO, +
MPA; 9 - VOSO, + Oxona; 10 - MPA; 11 — Oxona; 12 — Silibinina 100 uM. Nck: ADN mellado, Lin: ADN
lineal, Sc: ADN superenrollado

"N. Butenko, A.l. Tomaz, O. Nouri, E. Escribano, V. Moreno, S. Gama, V. Ribeiro, J.P. Telo, J.
Costa Pesssoa, I. Cavaco, J. Inorg. Biochem. (2009) 103:622-632.
2. Kang, L. Zhuo, X. Lu, H. Liu, M. Zhang, H. Wu, J. Inorg. Biochem. (2004) 98:79-86.
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El acido mercaptopropionico se agrega como agente activante reductor y la
oxona, como oxidante. Estos agentes simulan las condiciones reductoras que se
encuentran dentro de las células y las condiciones oxidantes que se encuentran
en sangre o en contacto con aire. Entre las muestras que contienen
concentraciones de 25 y 50 uM del complejo (calles 3 y 4) y aquellas donde se
afiadieron los agentes de activacion (calles 5y 6), no se presentan diferencias. El
comportamiento es similar cuando la experiencia se realiza utilizando buffer
fosfato pH 7 (Figura 2). Incluso en la concentracion mas alta, 100 uM, VOsilibinina
no promueve ningun tipo de degradacion del ADN. Se observa también que el
VOSO4 en las mismas condiciones, con la adicion de MPA y oxona, produce
clivaje de ADN (calles 7-9, Figura 1y calles 12-14, Figura 2).

T ik

u-"‘ '
Lin- S E a3 . - ' —_—

Sc- [R—————— .

Figura 2. Clivaje del ADN por VOsilibinina en presencia de MPA y oxona en buffer fosfato. Calles 1, 2,
15, 16 — controles de ADN nativo y linearizado; 3 — VOsilibina 6 uM; 4 — VOsilibina 12 uM; 5 — VOsilibina
25 uM + MPA; 6 — VOsilibina 50 uM + Oxona; 7 — VOsilibinina 50 uM + MPA; 8 — VOsilibinina + Oxona; 9
—MPA; 10 — Oxona; 11 — VOsilibinina 100 uM; 12- VOSO,4 50 pM; 13 - VOSO4 50 uM + MPA; 14 - VOSO,
50 uM + Oxona. Nck: ADN mellado, Lin: ADN lineal, Sc: ADN superenrollado

Con fines comparativos se realizaron ensayos utilizando acetilacetonato de
oxovanadio(lV) (V(IV)O(acac),). Este compuesto es bastante eficiente para
linearizar el ADN a concentraciones tan bajas como 10 uM, segun lo que se
reporta en la literatura™. Muestras digeridas con concentraciones 50 yM de
V(IV)O(acac), se afiadieron a cada gel y se observo una clara disminucion en la
intensidad de la banda de la forma de ADN superenrollado, asi como un aumento
en la intensidad de la banda del ADN mellado y la aparicion de una banda
procedente de la forma lineal, que son correspondientes a un intenso clivaje y
linearizacion del ADN.

La ausencia de actividad nucleasa de VOsilibinina, aun en presencia de los
agentes oxidantes, muestra que es un complejo seguro desde la perspectiva del
clivaje del ADN. Ademas, tanto crisina como el complejo VOcrisina no presentaron
actividad clivante o linearizante en el plasmido pA1 de ADN (estos ultimos datos
no se muestran).

% J. Costa Pessoa, I. Cavaco, I. Correia, I. Tomaz, P. Adéao, |. Vale, V. Ribeiro, M.M.C.A. Castro,
C.C.F.G. Geraldes, J. Am. Chem. Soc. (2007) 974:340-351.

109



3.3.2. Modelos de células de tipo osteoblastos de origen murino

Las células en cultivo proveen un modelo simple para el estudio de una gran
variedad de fendmenos biologicos.

La linea celular MC3T3E1, derivada de calvaria de raton, es un modelo de
preosteoblastos que pueden transformarse en osteoblastos maduros en cultivo.
Los diferentes estadios de maduracién en esta linea se parecen a los procesos
fisiolégicos que tienen lugar in vivo, proporcionando un sistema apropiado para
estudios biologicos. De hecho, este sistema es utilizado para examinar los
procesos de formacion de la matriz extracelular asi como también la respuesta a
diferentes hormonas, drogas y metabolitos durante el crecimiento del hueso. Esas
células presentan morfologia fibroblastica en el estadio de proliferacion y crecen
en monocapa. Presentan nucleos ovales y se distinguen nucléolos y granulos de
cromatina. El citoplasma presenta expansiones laminares que conectan a cada
célula con sus vecinas. Luego dichas células, se diferencian a osteoblastos
expresando diferentes marcadores especificos y, finalmente, ellos mineralizan la
matriz extracelular por sintesis de hidroxiapatita in vitro®.

Durante la fase inicial de crecimiento (1 a 9 dias de cultivo), las células
MC3T3E1 se replican activamente como lo demuestra una alta tasa de sintesis de
ADN y un incremento progresivo en su numero, manteniendo una apariencia
fusiforme; en ese estadio no expresan fosfatasa alcalina ésea ni acumulan matriz
extracelular (MEC), dichas caracteristicas son consistentes con osteoblastos
inmaduros. Luego de ese tiempo de cultivo, las células muestran una morfologia
cuboidal, alcanzan la confluencia, y detienen su crecimiento. La regulacion
negativa de la replicaciéon celular se asocia con la expresion de funciones
osteoblasticas especificas. Luego de 2 semanas de cultivo puede detectarse la
transformacion de las células en osteoblastos a través de la expresion de
proteinas relacionadas con el fenotipo de osteoblastos maduros como produccién
de fosfatasa alcalina 6sea, procesamiento del procolageno a colageno y aumento
de la deposicion de colageno en la matriz extracelular. La mineralizacion de la
matriz extracelular (relacionada con la expresion de osteocalcina y acumulacion de
calcio) comienza aproximadamente el dia 16 del cultivo. El final del desarrollo del
fenotipo osteoblastico se alcanza aproximadamente el dia 30 con la mineralizacion
de la matriz extracelular. Luego, las células comienzan a morir por apoptosis®.

Por otro lado, la etapa de proliferacion de las células MC3T3E1 es
estimulada autécrina y paracrinamente por diferentes agentes especificos e
inespecificos. Se ha reportado previamente que esta linea celular secreta
diferentes factores que regulan y promueven el crecimiento celular®.

Finalmente, se puntualiza que en este trabajo de Tesis doctoral, cuando
mencionamos a la linea celular MC3T3E1 como linea normal hacemos referencia

* H. Sudo, H.A Kodama, Y. Amagai, S. Yamamoto, S. Kasai, J. Cell Biol. (1983) 96:191-198.

° L.D. Quarles, D.A. Yohay, LW. Lever, R. Caton, R.J. Wenstrup, J. Bone Miner. Res. (1992)
7:683-692.

® D.A. Barrio, S.B. Etcheverry, Can. J. Physiol. Pharmacol. (2006) 84:677-686.
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a que presenta inhibicion por contacto, que es una de las caracteristicas
patognomonicas de las lineas celulares no transformadas.

Otro modelo utilizado en estudios in vitro de células de tipo osteoblastos
murinos es la linea UMR106 derivada de un osteosarcoma de rata, inducido con
2P que fue preservada por transplante en la misma colonia de ratas. Esta linea
celular inmortalizada, a diferencia de la linea MC3T3E1, presenta un fenotipo de
osteoblasto diferenciado que es incapaz de mineralizar. Estas células expresan
altos niveles de fosfatasa alcalina y colageno de tipo I; pero no expresan
osteocalcina, ni osteonectina, ni forman mineral éseo en cultivo. Otra caracteristica
importante de esta linea es la expresién de receptores para insulina, factor de
crecimiento y parathormona. Diversos autores sugieren que esta linea es un buen
modelo para el estudio de los efectos mediados por hormonas y agentes similares
en osteoblastos maduros®’. Estas células tumorales, se presentan morfologia
poligonal con nucleos de diferentes formas y tamafos y presencia de nucléolos.

3.3.3. Ensayo de viabilidad celular
3.3.3.1. Ensayo mitogénico

Este ensayo se basa en la incorporacioén del colorante vital cristal violeta a ciertas
estructuras subcelulares (particularmente mitocondrias) de las células
metabdlicamente activas pero no de las células inactivas. De esta forma nos
permite estimar el porcentaje de células que no murieron debido a la accion de los
flavonoides y sus complejos con el cation oxovanadio(lV), ya que solo las células
que estan vivas incorporaran el colorante. Es decir, hablamos de inhibicién de la
proliferacion celular por parte de los compuestos cuando la captacion de colorante
por parte de las células tratadas es menor que la captacion del mismo por parte de
las células sin tratar (condiciones basales).

Para todos los estudios de proliferacion celular las células fueron incubadas
en condiciones basales (ausencia de compuesto) o con diferentes
concentraciones de compuesto a 37 °C durante 24 hs. Los valores basales son 8
x10* células por pocillo para el caso de la linea MC3T3E1 y 3,8 x10* células por
pocillo para el caso de la linea UMR106%. Todos los resultados se expresan como
porcentaje del basal y representan el promedio + SEM (n=12).

En la Figura 3 se muestra el % de proliferacion con respecto al estado basal
en funcion de la concentracién pM ya sea del complejo, ligando o V(IV)O# libre.
En dicha figura se observa que el efecto del ligando libre y el de oxovanadio(lV)
sobre la proliferaciéon de los osteoblastos “normales” es similar, inhibiendo un 30%
del crecimiento celular, mientras que el complejo muestra un comportamiento mas
deletéreo pero solo a altas concentraciones (inhibe un 50% a 75 y 100 pM).

" N.C. Partridge, D. Alcorn, V.P. Michelangeli, G. Ryan, T.J. Martin, Cancer Res. (1983) 43: 4308-
4314.
® A.M. Cortizo, S.B. Etcheverry, Mol. Cell Biochem. (1995) 145:97-102.
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Figura 3. Efecto de VOcrisina, crisinay V(IV)O2+ sobre la proliferacion de dos lineas celulares:
MC3T3E1 y UMR 106. Todos los resultados son significativos con respecto al basal excepto para 2,5
MM en ambas lineas celulares (p< 0,01).

En la linea tumoral se observa que el ligando y el complejo se comportan de
igual manera, inhibiendo 60% de la proliferacién a 100 pM. En cambio el V(IV)0**
libre no ejerce efectos citotoxicos sobre esta linea celular®. A 25 uM el
comportamiento de crisina en la linea UMR106 es similar a los efectos reportados
para la misma sobre otras lineas celulares como las células Hela®. Por lo tanto la
complejacién no mejora las potenciales propiedades farmacoldgicas del ligando en
las células tumorales y por el contrario se aumenta ligeramente la citotoxicidad en
las células osteoblasticas normales.

El efecto observado para silibinina, V(IV)O?" y VOsilibinina sobre la
proliferacién celular en ambas lineas celulares se muestra en la Figura 4.

Tanto silibinina como VOsilibinina inhiben la proliferacion de las células
tumorales (40 % y 70 % del basal a una concentracion de 100 pM
respectivamente). El oxovanadio(lV) estimula la proliferacion celular en todas las
concentraciones ensayadas, como ya se habia mencionado anteriormente, por lo
tanto se puede concluir que la complejacion con silibinina mejora la actividad
antiproliferativa sobre la linea UMR106. A diferencia del ligando libre, el complejo
tiene un comportamiento bifasico ya que por debajo de una concentracion 25 yM
estimula el crecimiento de éstas células.

Por otro lado, la silibinina actta como un agente estimulador de la
proliferacion de las células osteoblasticas normales, pero el complejo y el V(IV)0O**
actuan como agentes antiproliferativos de éstas (inhibiendo 50 % y 30 % a una
concentracion 100 uM).

°T. Zhang, X. Chen, L. Qu, J. Wu, R. Cui, X. Zhao, Bioorg. Med. Chem. (2004) 12:6097-6105.
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Figura 4. Efectos de VOsilibinina, silibinina y V(IV)0* sobre la proliferacion de células MC3T3E1 y
UMR106. * demuestran valores significativos con respecto al basal (p<0,01).

El efecto observado para morina, V(IV)O* y VOmorina sobre la
proliferacién celular en ambas lineas se muestra en la Figura 5.

Los resultados mostraron que los tres compuestos inhiben la proliferacion
de la linea celular MC3T3E1 de manera dosis-respuesta. Morina y oxovanadio(lV)
se comportaron de la misma manera inhibiendo un 30 % de la proliferacion a 100
MM, pero VOmorina se comporté como un agente mas perjudicial (70% de
inhibicién a 100 uM).
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Figura 5. Efecto de VOmorina, morina y V(IV)O?" sobre la proliferacién celular de MC3T3E1 y UMR106.
* demuestran valores significativos con respecto al basal (p<0,01).

En la linea celular UMR106 se observd que VOmorina estimula la
proliferacion celular hasta 75 uyM pero a 100 uM, el complejo actia como un
agente nocivo. Por otro lado, morina inhibe la proliferacion a partir de una
concentracion de 50 pM. Tanto morina como VOmorina inhiben 40% de la
proliferaciéon a 100 uM. Estos resultados indican que el efecto antitumoral de
morina es eficaz a esa concentracion, pero la complejacion no mejora dicha
actividad. El valor del porcentaje de inhibicidon se encuentra en el mismo orden de

113



magnitud que en reportes previos existentes de morina (35 % de inhibicion del
carcinoma escamoso oral (SCC) a 100 uM™ o 30 % de muerte de las células del
tumor ascitico de Erlich (a 150 pM)").

3.3.3.2. Conclusiones sobre el ensayo de viabilidad celular

Tanto los ligandos libres como sus complejos con oxovanadio(lV) se comportan
como agentes citotoxicos para ambas lineas celulares (excepto silibinina que
estimula la proliferacién de los osteoblastos normales).

VOcrisina inhibe mas que el ligando la proliferacion de las células
osteoblasticas normales pero se comportan de la misma manera frente a las
células tumorales.

VOsilibinina es mas deletéreo sobre la linea tumoral que sobre la normal,
en cambio VOmorina inhibe mas la proliferacion de las células MC3T3E1 que la de
las células UMR106.

3.3.4. Estudios morfolégicos

Se investigd la habilidad de los complejos de inducir cambios morfologicos en
ambas lineas celulares, los cuales nos podrian dar un indicio de un probable
mecanismo de muerte celular.

Para el complejo de VOcrisina (Figura 6), luego de incubar los osteoblastos
normales con una concentraciéon 50 uM, se percibié una leve condensacion del
citoplasma y comenzé a distinguirse pérdida de conexiones entre células. El
nucleo mantuvo su forma pero el numero de células por campo disminuyé. A una
concentracion 100 yM se presenta la muerte de una gran cantidad de células. A
pesar que los nucleos de estos osteoblastos mantuvieron su morfologia, el
citoplasma se presentdé muy condensado y los bordes en muchos casos se vieron
difusos.

Las células UMR106 tratadas con una concentracion 50 uM del complejo se
observaron mas elongadas, con numerosas prolongaciones y se convirtieron en
células mas fusiformes. Se observd, ademas, un decrecimiento en el numero de
células por campo, con formacion de lagunas. Cuando la concentracion fue de 100
MM existi6 un numero mucho menor de células, con lagunas aun mayores y
también se observaron conexiones y pérdida de citoplasma. Los resultados
obtenidos concuerdan con los datos de proliferacién celular. Es decir, se observa
inhibicion de la misma a medida que aumenta la concentracion de complejo y
consecuentemente se observa un menor numero de células en las fotografias.

'%J. Brown, J. O’'Prey, P.R.Harrison, Carcinogenesis (2003) 24:171-177.
" L.G. Menon, R. Kuttan, G. Kuttan, Cancer Lett. (1995) 95:221-225.
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MC3T3E1

Basal 50 uM 100 uM

UMR106

Figura 6. Efecto del complejo VOcrisina sobre la morfologia de las lineas MC3T3E1 y UMR106. Estas
células fueron incubadas en condiciones basales y con el agregado de 50 y 100 uM del complejo.

Los estudios con VOsilibinina mostraron que en el caso de las células
MC3T3E1, a medida que aumentaba la concentracion del complejo, se perdian las
conexiones entre las células y el citoplasma se condensaba (Figura 7). Ademas se
observé una disminucion en el numero de células por campo.
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UMR106

Figura 7. Efecto del complejo VOsilibinina sobre la morfologia de las lineas MC3T3E1 y UMR106.
Estas células fueron incubadas en condiciones basales y con el agregado de 50 y 100 pM
del complejo.

Luego del tratamiento de las células tumorales con una solucion de
concentracion 50 uM de VOsilibinina, se observé una disminucién en el numero de
células pero no hubo cambios morfolégicos significativos, manteniendo su
morfologia normal. A una concentracion de complejo de 100 uM las células
exhibieron cambios de forma de los nucleos, bordes difusos y pérdida de
citoplasma. Los nucleos presentaron granulos de cromatina densa y presencia de
burbujas que indicaban un proceso activo de apoptosis (ver flecha en la Figura 7).
La disminucién en el numero de células por campo coincidié con los datos de
proliferacion celular.

Para VOmorina, la incubacion de los osteoblastos normales con 25 uM del
complejo mostré una disminucibn en el numero de células y una leve
condensacion del citoplasma con presencia de burbujas. Los nucleos mantuvieron
su morfologia. A una concentracion 100 uM se observé un niumero mucho menor
de células, los citoplasmas se condensaron aun mas e incluso los bordes fueron
difusos. Los nucleos cambiaron de forma y los nucléolos desaparecieron.
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MC3T3E1

Basal 25 uM 100 uM

UMR106

Figura 8. Efecto del complejo VOmorina sobre la morfologia de las lineas MC3T3E1 y UMR106.
Estas células fueron incubadas en condiciones basales y con el agregado de 25 y 100 yM
del complejo.

Con respecto a las células tumorales, se observé que cuando se incubaron
con una concentracion 25 uM del complejo, mantuvieron su morfologia y su
tamafio y los nucleos fueron similares a los observados en condiciones basales.
Cuando la concentracion fue 100 uM, las células presentaron una disminucion en
su numero, una leve condensacion del citoplasma y la pérdida de conexiones
entre ellas. También se observo la presencia de una célula cuyo nucleo se
encontré fragmentado lo que mostraria la existencia de un proceso activo de
apoptosis (flecha, Figura 8). Se observaron ademas células similares en otros
campos.

3.3.4.1. Conclusiones estudios morfolégicos

Cuando evaluamos la morfologia celular encontramos que los tres complejos
inducen alteraciones morfologicas en ambas lineas celulares, pero con distinta
magnitud. En todos los casos estas alteraciones concuerdan con los cambios
observados en los ensayos de viabilidad celular.

En la linea celular MC3T3E1, cuando es tratada con VOcrisina y
VOsilibinina se observan ciertos cambios como condensacion citoplasmatica y
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bordes difusos pero los nucleos mantienen su forma. Cuando son tratadas con
VOmorina, ademas de las alteraciones anteriores, los nucleos cambian de forma y
tamano y se pierden las conexiones intercelulares, lo cual concuerda con lo
observado para viabilidad celular (ver Figura 5). Con respecto a la linea tumoral
las alteraciones son aun mayores con presencia de células en proceso de
apoptosis.

Segin Ding y colaboradores, en condiciones fisiologicas, el
oxovanadio(lV) se oxida a vanadio(V) el cual es mas toxico, por lo cual se ha
propuesto que este ultimo seria el promotor e inductor de las transformaciones
bioldgicas observadas en cultivos de células de mamiferos. Otras hipétesis'
sugieren que estas transformaciones son causadas por la producciéon de ROS
generados por dos posibles mecanismos: el primero de ellos involucra el estrés
oxidativo y el segundo mecanismo estaria mediado por p53, una proteina
implicada en la regulacién del ciclo celular (ver seccion 1.6.1). Por lo tanto ambos
caminos pueden conducir a la muerte celular por apoptosis.

Debido a que en la tincion con Giemsa mostrada anteriormente se
observaron diversas alteraciones morfolégicas podriamos concluir que en los
mecanismos de citotoxicidad de estos complejos en concentraciones 100 uM
podrian estar involucrados mecanismos apoptéticos.

3.3.5. Mecanismo de acciéon
3.3.5.1. Generacion intracelular de ROS

A pesar que los mecanismos de toxicidad y carcinogénesis del vanadio no son
conocidos en detalle, diversos estudios sugieren que la generacion de especies
reactivas del oxigeno mediadas por el mismo puede cumplir un papel importante
sobre estos mecanismos de accidon'. En este contexto se estudio la produccién de
ROS por los ligandos, complejos y el V(IV)O?* en células osteoblasticas normales
y tumorales. Como se menciona en materiales y métodos, para este ensayo se
utilizé la sonda DHR123 que se localiza, fundamentalmente, en la mitocondria y en
presencia de oxidantes, como el H,0,"” se oxida a RH 123, la cual es
fluorescente.

Para el complejo de VOcrisina, los resultados obtenidos mostraron (Figura
9) que en las células MC3T3E1, no se produjo estimulacién en la produccién de
ROS, siendo los valores menores que los registrados para el basal, a pesar de
haber ejercido un efecto antiproliferativo débil en dicha linea celular. En la linea
UMR106, VOcrisina se comportdé de una manera diferente, estimulando la
produccion de ROS por encima de una concentracion de 75 uyM y el efecto
inhibitorio de la proliferacion celular fue superior en este caso.

'2 M. Ding, J.J. Li, S.S. Leonard, Carcinogenesis (1999) 20:663-668.

3 J. Ye, M. Ding, S.S. Leonard, V.A. Robinson, L. Millecchia, X. Zhang, V. Castranova, V.
Vallyathan, X. Shi, Mol. Cell. Biochem. (1999) 202:9-17.

X Shi, H. Jiang, Y. Mao, J. Ye, U. Saffiotti, Toxicol. (1996) 106:27-38.

' M.AM. Capella, L.S. Capella, R.C. Valente, M. Gefé, A.G. Lopes, Cell Biol. Toxicol. (2007)
23:413-420.
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Figura 9. Efecto de VOcrisina, crisina y V(IV)O2+ en la oxidacion de DHR 123 a rodamina 123. Las
células fueron incubadas a 37 °C en presencia de 10 yM de DHR 123. Los valores son expresados
como porcentaje del basal por oxidacion de DHR 123 a Rodamina 123 y representan el promedio *
SEM (n=9), * demuestran valores significativos con respecto al basal (p<0,01).

Por su parte el flavonoide crisina incrementé los niveles de ROS con un
efecto dependiente de la dosis en ambas lineas celulares. Se observé (Figura 9)
un aumento en la produccion de RH 123 que triplicd el valor del basal. La mayor
produccion de los radicales en la linea tumoral se correlaciona con el mayor efecto
deletéreo en la proliferacion de dicha linea. En los osteoblastos no transformados,
el V(IV)O?* registré un comportamiento similar al ligando, es decir, se observé un
incremento de los ROS como fuera previamente reportado para altas
concentraciones (1mM)'® y una disminucién de la viabilidad de dicha linea celular
en relacidn dosis respuesta. En la linea celular tumoral, la generacion de especies
reactivas del oxigeno por V(IV)O* fue baja, permitiendo la proliferacion de esta
linea celular.

En cuanto al sistema con silibinina, de acuerdo a las medidas realizadas se
produce un aumento en la cantidad de ROS en una forma dependiente de la dosis
en las células tumorales, pero el efecto sobre los osteoblastos no transformados
es menos significativo (Figura 10). Es de destacar que la silibinina en las células
MC3T3E1 genera un efecto proliferativo para concentraciones hasta 80 uM (Figura
4), y antiproliferativo en la linea celular UMR106, que concuerda con la alta
generacion de ROS en la misma.

El complejo de silibinina con oxovanadio(IV) no induce ROS hasta una
concentracion de 10 uM en las células tumorales, lo que va aparejado con
induccion de la proliferacion celular en esta zona. A partir de esa concentracion, se
generan ROS en relacion dosis respuesta y concomitantemente disminuye la
viabilidad celular. A una concentracién de 100 uM los niveles de ROS son 370 %

® AM. Cortizo, L. Bruzzone, S. Molinuevo, S. Etcheverry, Toxicol. (2000) 147:89-99.

119



con respecto al basal y el efecto antiproliferativo es de un 70%. Los altos valores
de ROS generados en los osteoblastos tumorales en comparacion con el efecto
sobre los osteoblastos normales podrian ser los responsables del mayor efecto
antiproliferativo observado para VOsilibinina sobre las primeras células.

400 400

VOSilibinina
350 *

300

Silibinina

250
VOsilibinina

200 4

ot

* 1 +
150 —F vmo*

Silibinina

1001 50 * UMR106

1M Rodamina 123/ mg proteinas
(% Basal)
1M Rodamina 123/ mg proteinas

MC3T3E1

T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 2 40 60 80 100 120

Concentracién uM Concentracion uM

Figura 10. Efecto de VOsilibinina, silibinina y V(IV)O2 en la oxidacion de DHR 123 a rodamina 123. Las
células fueron incubadas a 37 °C en presencia de 10 yM de DHR 123. Los valores son expresados
como porcentaje del basal por oxidacion de DHR 123 a Rodamina 123 y representan el promedio *
SEM (n=9), * demuestran valores significativos con respecto al basal (p<0,01).

Para morina, su complejo, y el cation V(IV)O**, segun lo muestra la Figura
11, todos estimulan la proliferacion de ROS en la linea celular MC3T3E1.
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Figura 11. Efecto de VOmorina, morina y V(IV)O** en la oxidaciéon de DHR 123 a rodamina 123. Las
células fueron incubadas a 37 °C en presencia de 10 uM de DHR 123. Los valores son expresados
como porcentaje del basal por oxidacion de DHR 123 a Rodamina 123 y representan el promedio *
SEM (n=9), * demuestran valores significativos con respecto al basal (p<0,01).
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En las zonas de bajas concentraciones, la produccion de ROS para el ligando es
baja y la proliferacion celular coincide con el comportamiento basal. A partir de una
concentracion de 50 yM morina y el oxovanadio(lV) se comportan de la misma
manera, ambos aumentan los niveles de ROS hasta un valor de 370 % con
respecto al basal, en cambio, VOmorina lo hace hasta un valor de 200 % con
respecto al basal. Sin embargo, el complejo ejerce un efecto deletéreo mas alto en
las células normales. En la linea tumoral, morina, el cation oxovanadio(lV) y el
complejo VOmorina producen un incremento de la generacién de ROS. El ligando
morina produce el mayor aumento, llegando a un 280 % del basal, en cambio
VOmorina produce un aumento del 220 % con respecto al basal. Hasta
concentraciones de 80 uM el complejo tiene una generacion de ROS baja
asociado a la proliferacion de la linea celular UMR106 y un aumento en la
produccion de ROS a mayores concentraciones esta asociado con el marcado
efecto antiproliferativo a altas concentraciones. El efecto antiproliferativo de morina
es mas notorio como una probable consecuencia de la generacidn de altos niveles
de ROS aun a bajas concentraciones.

3.3.5.2. Conclusiones de la generacion intracelular de ROS

Los ligandos crisina y morina producen un incremento de los niveles de ROS en
los osteoblastos normales y estos datos se correlacionan bastante bien con los
resultados de la proliferacion celular. En el caso de silibinina la baja produccion de
ROS podria ser el factor de la baja toxicidad del flavonoide en las células
normales. Es decir, podriamos asumir que el mecanismo de citotoxicidad de estos
ligandos podria ser el estrés oxidativo generado fundamentalmente por el H,0;
que junto con otros radicales peroxo son los ROS detectados por la sonda
utilizada en este ensayo.

Los complejos sintetizados se comportan de una manera diferente.
Teniendo en cuenta estos resultados y comparandolos con los de la proliferaciéon
celular podriamos asumir que el mayor porcentaje de muerte celular en la linea
normal podria estar vinculado a un estrés oxidativo causado por otros ROS no
detectados con la sonda DHR123. Por ejemplo, para VOcrisina y VOmorina podria
tratarse del radical superéxido ya que como fuera mostrado en la seccién 3.2.3.
dichos complejos no son buenos agentes SOD simil in vitro.

Con respecto a la linea UMR106 se puede observar que en todos los casos
se produce un incremento de los ROS. Nuevamente, dichos datos se
correlacionan con la inhibicion de la proliferacion celular. Las variaciones
observadas pueden deberse, como se explicé con anterioridad, a que el
mecanismo de cada compuesto puede estar mediado por ROS no detectados a
través de este ensayo.

3.3.6. Comparacion estructura-actividad

Los antioxidantes naturales del grupo de flavonoides pueden retrasar o inhibir la
oxidacion de los lipidos y otras moléculas mediante la inhibicién de la iniciacion o
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propagacion de la oxidacion de las reacciones en cadena’. Aun no esta
establecido como ejercen su accion benéfica y ademas en algunos casos
aquéllos con alta capacidad antioxidante como la quercetina, no son
necesariamente los que tienen la mejor biodisponibilidad, estabilidad y efecto
biolégico. Se han establecido correlaciones directas entre la capacidad
antioxidante y el poder antitumoral frente a lineas celulares de cancer con
compuestos fendlicos y flavonoides componentes del extracto de Centella
asiatica' y de extracto seco de guyanensis Maytenus'®

Ademas, se han realizado algunas correlaciones entre (i) la falta de los
efectos citotoxicos y el poder antioxidante de los flavonoides extraidos de plantas
medicinales® y (i) la relacién de la reduccién de la citotoxicidad inducida por
perdxido de hidrégeno en fibroblastos humanos no inmortalizados por efecto de
los extractos de Phlomis persica y las propiedades antioxidantes de los mismos?'.
Otros autores sefialan que los flavonoides que contienen grupos OH, que
confieren una mayor actividad antioxidante, presentaron mayor comportamiento
citotoxico, sugiriendo un papel importante en el numero de grupos OH en la
citotoxicidad. Sin embargo, también sefalan que aquéllos compuestos que
presentan los grupos OH sustituidos con grupos -OCH3; mostraron citotoxicidad
relativamente alta?®. Podria ser que la actividad antioxidante inherente de los
flavonoides y otros polifenoles, que se relacion6 directamente durante mucho
tiempo con sus efectos en la salud, en particular con la prevencion, retraso, o
ayuda en la cura del cancer, no tendria correlacion directa con los efectos
biolégicos finales. Asi, aunque la medicion de actividades antioxidantes de
productos naturales in vitro o por métodos basados en la capacidad de secuestrar
radicales libres sean valiosos como métodos de referencia rapidos para detectar la
presencia de polifenoles, se deben utilizar otras pruebas que implican mediciones
biolégicas, tales como la proliferacion celular, para entender las respuestas
bioldgicas finales.

Como se menciond anteriormente, el comportamiento antioxidante de los
flavonoides mejord por complejacién en el caso de silibinina y crisina. La mejora
en los efectos antitumorales se correspondié con este efecto. EI complejo con
morina presentd un TEAC algo menor que el ligando y menor capacidad de
secuestrar radicales peroxilos, y este efecto se vio también reflejado en una menor
actividad antitumoral sobre las células tumorales que la morina.

En la literatura se compara la relacion estructura-actividad evaluando los
efectos antioxidantes de los flavonoides a través de la actividad equivalente Trolox
(TEAC). Podemos observar en nuestro estudio que la morina se comporté como
el mejor agente antioxidante, seguido por silibinina y crisina, de conformidad con
sus estructuras (presencia de 3-OH, 5-OH y 7-OH, la presencia de 2, 3-doble

' J.F.S Ferreira, D.L. Luthria, T. Sasaki, A. Heyerick, Molecules (2010) 15:3135-3170.

'® U.F. Pittella, R.C. Dutra, D.D. Junior, M.T.P. Lopes, N.R. Barbosa NR, Int. J. Mol. Sci. (2009)
10:3713-3721.

P Pohlit de Almeida Telles, C.N. Macari, A.M. Portela A M, Acta Amazodnica (2006) 36:513 -518.
0 R .J. Sharma, S.R. Chaphalkar, A.D. Adsool, Int. J. Biotech., (2010) 2:1-5.

2’3, Moein, B. Farzami, S. Khaghani, M.R. Moein, B. Larijani, DARU (2008)15:83-88.

2 M. Jeong, S.K. Kang,l.H. Lee, J.Y. Lee, H.Jung, C.H.J. Choi, Pharm. Pharmaceut. Sci.
(2007)10:537-546.
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enlace pero los OH sobre el anillo B en posicidon meta; presencia de 3-OH, 5-OH y
7-OH, ausencia del 2, 3-doble enlace y los OH sobre el anillo B sustituidos; y
presencia de 5-OH y 7-OH, de 2, 3-doble enlace y ningun OH sobre el anillo B,
respectivamente). Sin embargo, estos resultados no se correlacionan cuando la
actividad antioxidante se determina por su capacidad de eliminar otros radicales,
por ejemplo superoxido.

Por otra parte, con la coordinacion, el valor TEAC indica que existe una
mejora de la actividad antioxidante para crisina (probablemente debido a la
deslocalizacion electronica generada por la coordinacion a través del grupo C=0y
el grupo 5-OH desprotonado) y muy poco para silibinina, pero las capacidades
secuestrantes para superoxido, DPPH" y OH" mejoraron por la interaccion de los
tres flavonoides con el metal. Es importante tener en cuenta en esta etapa, que la
coordinacion de catidon oxovanadio(lV) se produce a través del grupo ceto y el
grupo 5-OH 6 3-OH de los flavonoides.

El efecto toxico mas pronunciado en las células tumorales de los
flavonoides estudiados se observdé para crisina, con menor capacidad
secuestrante (TEAC), siendo similar para silibinina y morina (Figura12).
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Figura 12. Comparacion de la proliferaciéon celular medida para los flavonoides y sus
complejos con el catién oxovanadio(IV), y el complejo con quercetina previamente reportado®
(a100 uM).

Por complejacién se mantiene el efecto deletéreo en crisina (a pesar que el
complejo tiene mayor capacidad total antioxidante) y es mas deletéreo en el caso

B E.G. Ferrer, M.V. Salinas, M.J. Correa, L. Naso, D.A. Barrio, S.B. Etcheverry, L. Lezama, T. Rojo,
PA.M. Williams, J. Biol. Inorg. Chem., (2006) 11:791-801.
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de VOsilibinina con un efecto antioxidante similar al ligando. En el caso de morina,
el TEAC se mantiene con un valor similar por complejacién y el comportamiento
en células en concentracion 100 uM es similar. En este ultimo caso, el efecto
antitumoral del complejo no se mejoré porque VOmorina ejercié un efecto mas
deletéreo sobre las células normales que en las tumorales, como habia sido
observado previamente para el complejo VOquercetina®.

La comparacion con la formacion de especies reactivas del oxigeno dentro
de las células, teniendo en cuenta que con la sonda utilizada se detectan
fundamentalmente peréxidos (Figura 13) indica que en el caso de crisina
nuevamente se observa menor producciéon de ROS en las células tumorales por
complejacién (mayor TEAC in vitro) pero los efectos deletéreos del flavonoide y de
su complejo son comparables. Morina presenta una produccion de ROS mas alta
que su complejo con un efecto deletéreo mas alto en la proliferacion celular en
concentraciones menores que 100 uM. Recién en esa concentracion se igualan
sus capacidades para inhibir la proliferacion celular. La capacidad antioxidante
comparada con el Trolox es practicamente la misma en ambos casos.

El flavonoide silibinina produce menor % de ROS que su complejo, con
menor inhibicion de proliferacién (a partir de concentraciones 20 uM) aunque el
valor del TEAC es comparable para ambos.
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Figura 13. Comparacion de la generacion de las especies reactivas de oxigeno
para el oxovanadio(lV), crisina, silibinina y morina y sus complejos de
coordinacion (.a 100 uM).

En conclusion, podemos argumentar que los efectos quimiopreventivos de
los flavonoides no sélo resultan de su capacidad para secuestrar radicales libres.
Asi, los efectos pro-oxidantes para las acciones contra el cancer y la inducciéon de
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la apoptosis®*?*?® pueden ser relevantes junto con otros mecanismos relacionados

a las vias de sefales celulares de transduccion.

Ademas, entre los flavonoides estudiados se ha encontrado que el mejor
candidato como agente antitumoral es silibinina debido a que no ejerce ningun
efecto sobre la proliferacion de las células normales, pero produce un efecto
perjudicial sobre los osteoblastos tumorales. Por esta razéon, es que hemos
incluido en este estudio la comparacién del comportamiento de las dos lineas
celulares (normal y tumoral), que es de gran importancia y generalmente no se
discute en la literatura.

3.3.7. Conclusiones generales

- Dentro de los ensayos biologicos se determiné la habilidad de silibinina, crisina y
sus complejos con oxovanadio(lV) de clivar el ADN y se observé que ninguno de
los dos poseen dicha capacidad. Por lo tanto, la interaccion con el plasmido se
descarta como mecanismo probable de inhibicién de la proliferacién.

- Se realizaron ensayos de proliferacion celular, estudios morfolégicos vy
determinacién intracelular de ROS. De los tres complejos estudiados en el
transcurso de esta tesis doctoral podemos concluir que VOsilibinina es el de
mayor citotoxicidad sobre las células tumorales en comparacion con los
osteoblastos normales y que su mecanismo de acciéon puede estar mediado por
radicales libres. Incluso se mostr6 en las fotografias que en la maxima
concentracion ensayada se encuentran células en proceso activo de apoptosis.

- Crisina y VOQOcrisina se comportan de la misma manera en lo que respecta a la
inhibicién de la proliferacién de las células tumorales, por lo tanto la complejacién
no mejora los efectos antiproliferativos del ligando libre.

- VOmorina es mas citotoxico sobre las células normales que sobre las células
tumorales, debido a esto no es un buen candidato para seguir con los estudios de
mecanismo de accién. Ademas, en las células UMR106 el efecto del ligando libre
es mayor que el efecto de su complejo de coordinacién con oxovanadio(lV).

* Galati G, O'Brien PJ (2004) Free Radic Biol Med 37: 287-303.
*> Srinivasan P, Vadhanam MV, Arif JM, Gupta RC (2002) Int J Oncol 20:983-986.
*® Tobi SE, Gilbert M, Paul N, McMillan TJ (2002) Int J Cancer 102:439-444.
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Capitulo IV
4.1. Cobre
4.1.1. Generalidades

El cobre (Cu) es el tercer mineral traza mas abundante en el cuerpo humano,
luego del hierro y el zinc. Desde 1920 este elemento es reconocido como un
nutriente esencial’ ya que sus sales eran capaces de corregir anemias causadas
por déficit alimentario®. Se encuentra en todos los organismos vivos tanto en
estado oxidado Cu(ll) como en estado reducido Cu(l), es necesario para la
supervivencia y actua como un importante cofactor catalitico en la quimica de
oxido-reduccion de las proteinas que llevan a cabo funciones bioldgicas
fundamentales requeridas para el crecimiento y el desarrollo de los individuos®. La
dieta promedio de los humanos adultos contiene Cu en una concentracion que
varia entre 0,6 y 1,6 mg/dia.

Mariscos, semillas, granos y nueces son los alimentos que poseen mayor
concentracion de Cu, mientras que frutas, verduras y carne (musculos) poseen
menor concentracion. Si se elimina el germen y el salvado de cualquier grano el
contenido de cobre se reduce, como es el caso de la harina de trigo estandar®.

El agua dulce no contaminada contiene escasa concentracién de Cu pero el
agua de mar posee mayor cantidad y dicho valor aumenta con la profundidad, lo
que explica la alta concentracion de Cu en pescados y mariscos que habitan en el
fondo oceanico®.

4.1.2. Absorcion de cobre

En los seres humanos y los animales, el cobre dietario es absorbido a través de la
membrana mucosa de las células que recubren el estomago y el intestino delgado.
El cobre difunde a través de la capa que recubre la pared intestinal.

En aquellas personas que poseen una ingesta normal de cobre, éste se
absorbe en el orden de un 55-75% y es reciclado activamente en el tracto
digestivo, fluidos corporales y tejidos (particularmente el higado). Asi, el cobre
dietario contribuye solo en una pequena proporcion al total reabsorbido desde
saliva, jugos gastricos, bilis, fluidos pancreaticos y duodenales. Aproximadamente
1 mg de cobre se excreta por bilis diariamente, mientras que la excrecidn por otras
vias es escasa.

El transporte de Cu(ll) a través del borde en cepillo intestinal involucra dos
mecanismos: utilizando un transportador saturable no dependiente de energia a
concentraciones bajas del metal y por difusién activa que ocurre a altas
concentraciones.

' E.B. Hart, H. Steenback, J. Waddell, J. Biol. Chem. (1928) 77:797-812.

% D. W. Cox, Br. Med. Bull. (1999) 55:544-555.

% M.C. Linder, Biochemistry of copper. NewYork: Plenum Press (1991).

* M.C. Linder, M. Hazegh-Azam, Am. J. Clin. Nutr. (1996) 63:797S-811S.

° R. Dunham, H.E. Smith, Proc. Water Qual. Technol. Conf. (1992) 1991:341-352.
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La velocidad de transporte de cobre aumenta durante el embarazo y en
ciertas enfermedades como cancer, por ejemplo, disminuye (al menos en ratas
femeninas) luego de un tratamiento con estrogenos”.

El 80 % del cobre absorbido dentro de las células es retenido en el citosol,
unido a glutation, metalotioneinas (proteinas citosolicas de bajo peso molecular)
y/o proteinas de tamafo similar.

4.1.3. Consumo y transporte de cobre

En la sangre portal y en los fluidos intestinales existen proteinas que presentan
una alta afinidad y especificidad de unién al cobre. Aunque la albumina es la
proteina plasmatica mas abundante, solo un 10-12% del cobre plasmatico se une
a ella. En ratas y humanos se identificaron, ademas, otras dos proteinas:
ceruloplasmina y transcupreina®. El cobre puede ser transportado en la sangre,
también, por aminoacidos, péptidos y acidos grasos, aunque estos complejos no
son importantes en condiciones fisioldgicas’. Una vez en el plasma, el cobre unido
a la ceruloplasmina esta disponible para ser absorbido por el resto de los tejidos
del organismo®.

4.2. Enzimas dependientes de cobre

El cobre se encuentra asociado con varias enzimas intracelulares y extracelulares
que estan involucradas en diversos procesos metabdlicos incluyendo: biosintesis
de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina), transporte de hierro,
sintesis de tejido conectivo y defensa antioxidante®.

Una de las enzimas mas abundante es la Cu,Zn superdoxido dismutasa
(Cu,Zn-SOD), involucrada en remover el radical superéxido (O,"). Esta enzima
omnipresente y altamente estable fue descubierta por Mann y Keilin a fines del
afno 1930. En primer lugar esta enzima fue aislada de eritrocitos bovinos y fue
llamada “hemocupreina” y luego se aisl6é una proteina similar a partir de eritrocitos
humanos que fue llamada “eritrocupreina”’®. Ambas tienen un peso molecular de
32 kDa y consisten en dos subunidades. Cada subunidad tiene un i6n Cu(ll) en su
sitio activo (Figura 1) y un ion Zn(ll) que cumple una funcién estructural,
estabilizando la estructura de la proteina y no participa de la actividad enzimatica.
Cada subunidad consiste en una estructura de hoja B-plegada formada por 8
hebras antiparalelas dispuestas como un cilindro aplanado con 3 lazos externos.
El ién Cu(ll) interacciona con 4 nitrdgenos imidazolinicos de restos de histidina en

e H. Tapiero, D.M. Townsend, K.D. Tew, Biomed. Pharmacother. (2003) 57:386-398.

"G. Crisponi, V.M. Nurchi, D. Fanni, C. Gerosa, S. Nemolato, G. Faa, Coord. Chem. Rev. (2010)
254:876-889.

& M. C. Linder, L. Wooten, P. Cerveza, S. Cotton, R. Shulze, N. Lomeli, Am. J. Clin. Nutr. (1998)
67:965S-9718S.

2 Etcheverry SB, Williams PAM. In: New Developments in Medicinal chemistry. Medicinal chemistry
of copper and vanadium bioactive compounds. Editors: Marta P. Ortega and Irene C. Gil. Nova
science publishers, inc., Hauppauge NY (2009) 5:105-129 (2009).

10 .M. Mccords, I. Fridovich, J. Biol. Chem. (1969) 244:6049-6055.
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el sitio activo'’. Uno de esos grupos coordina simultaneamente al Cu(ll) y al Zn(ll)
formando un puente entre ellos. La esfera de coordinacién del Zn(ll) se completa
con 2 N imidazolinicos y un oxigeno proveniente de un grupo carboxilato
perteneciente a un acido aspartico.

Figura 1. Esquema del sitio activo de la enzima Cu,Zn-SOD. La molécula de agua representa el sitio de
union al sustrato. Las lineas llenas indican uniones y las lineas punteadas indican puentes de
hidrégeno.

En cerebro, higado, eritrocitos, tiroides, corteza renal g glandulas adrenales se
encuentran niveles particularmente altos de Cu,Zn-SOD'.

Asimismo, existen otras isoenzimas. Una denominada EC-SOD (SOD
extracelular), la cual tiene un peso molecular aproximado de 135 kDa y también
contiene Cu y Zn, pero a diferencia de la anterior, esta enzima esta formada por 4
subunidades y se encuentra en los espacios intersticiales de tejidos y en fluidos
extracelulares.

Otra con Manganeso (Mn-SOD), que es un homotetramero de 96 kDa y
contiene un i6on de Mn(lll) en cada subunidad. El iébn metalico es capaz de cambiar
su estado de oxidacion desde Mn(lll) a Mn(ll), volviendo nuevamente a Mn(lll),
durante los dos pasos que constituyen la reaccion de dismutacion del 05",

Otra isoenzima contiene un unico ion Fe(lll) (Fe-SOD) en su sitio activo,
coordinado en una bipiramide trigonal, a tres nitrégenos de histidina, un grupo
carboxilato proveniente de un resido de aspartato (Asp’) y una molécula de OH"

" G. AA. Ferns, D. J. Lamb, A. Taylor, Atheroscl. (1997) 133:139-152.
2 JW. Hartz, S. Funakoshi, H.F. Deutsch, Clin. Chim. Acta (1973) 46:125-132.
'3 A.F. Miller, Curr. Opin. Chem. Biol. (2004) 8:162-168.
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/H20. Se encuentra fundamentalmente en el citosol de procariotas y en algunas
plantas verdes.

La otra isoenzima (Ni-SOD) contiene un i6n de Ni(lll) por monémero, pero
existen informes contradictorios sobre si la enzima es tetramérica o hexamérica.
La reaccion de dismutacion comprende dos etapas, en la primera, el Ni(lll) se
reduce a Ni(ll) y en la segunda este ultimo se vuelve a oxidar. Por lo tanto, en el
sitio activo de la enzima existen ambos estados de oxidacion que corresponden a
los estados de oxidacion formales del idn metalico. El Ni(lll) se encuentra en un
entorno de piramide de base cuadrada coordinando a un grupo amino y un
nitrogeno de un imidazol perteneciente a un residuo de histidina (His-1), un
nitrégeno de una amida y un azufre de un grupo tiolato de un residuo de cisteina
(Cys-2) y un azufre de un grupo tiolato de un residuo de cisteina (Cys-6). Luego de
la reduccion del ion metalico, el Ni(ll) adquiere una geometria cuadrado plana por
pérdida del ligando en posicion axial (His-1)".

Otras proteinas de Cu involucran la ceruloplasmina, la lisil oxidasa, la
citocromo C oxidasa y la dopamina (3-hidroxilasa.

La ceruloplasmina es la proteina plasmatica mas abundante que contiene
Cu. Se trata de una a-2-globulina con un peso molecular de 135 kDa y consiste en
un péptido simple de 1050 aminoacidos, 3 oligosacaridos y 7 iones Cu(ll) que
pertenecen a 3 clases de coordinacion'. Su papel fisioldgico atin no esta claro
pero dependiendo de las condiciones puede actuar como antioxidante o pro-
oxidante. Presenta actividad ferroxidasa (cataliza la oxidacion de Fe* a Fe™®) y
esta involucrada en el metabolismo del hierro®.

La lisil oxidasa es una aminooxidasa dependiente de cobre que inicia el
ensamblaje covalente de las fibras de colageno y elastina de la matriz extracelular.
Esta enzima cataliza la desaminacion oxidativa de residuos de lisina e hidroxilisina
dando lugar a la formacion de peptidil semialdehidos altamente reactivos que
condensan entre si formando enlaces tanto intramoleculares como
intermoleculares. De este modo, la actividad de esta enzima determina las
propiedades mecanicas de la matriz extracelular y asegura su integridad, su
estabilidad y su correcto funcionamiento™®.

Existen ademas otras enzimas de cobre que actuan catalizando diferentes
reacciones. Asi por ejemplo, la citocromo C oxidasa cataliza la siguiente reaccion:

O, + ADP — HyO + ATP
Y la enzima dopamina B-hidroxilasa cataliza la siguiente reaccion:

dopamina ——» noradrenalina

" J. Wuerges, Jin-Won Lee, Yang-In Yim, Hyung-Soon Yim, Sa-Ouk Kang, K. Djinovic Carugo,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2004) 23:8569-8577.

) Herve, A. Garnier, L. Tosi, M. Steinbuch, Eur. J. Biochem. (1981) 116:177-183.

®A. Guadall, O. Calvayrac, M. Orriols, J. Martinez-Gonzalez, C. Rodriguez, Clin. Invest. Arterioscl.
(2011) 23:168-174.
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4.3. Cobre como pro-oxidante

La formacion de ROS durante la exposicién aguda de las células de higado a la
sobrecarga de Cu es considerada un evento crucial que conduce a la muerte
celular.

La utilidad biologica del cobre se deriva principalmente de su aptitud para
cambiar entre la forma oxidada (Cu(ll)) y la forma reducida(Cu(l)). Los efectos de
los metales como cobre y hierro se caracterizan por los estados de oxidacién
variables que dependen notablemente de la forma predominante del metal, del
potencial redox y el entorno de coordinacion. La captacidn de cobre y los efectos
oxidativos intracelulares son causados, principalmente, por el idon cuprico mientras
que los efectos sobre el transporte de membrana son debidos al idbn cuproso que
probablemente se forma alli mismo, donde los grupos sulfhidrilo actian como
agentes reductores. Se supone que el Cu(l) se encuentra en la membrana celular
y dentro de la célula y su potencial redox es mas bajo que en sangre.

Los mecanismos bioquimicos y celulares por los cuales el cobre puede
producir dafio o necrosis celular aun se estan debatiendo. Una de las hipétesis
consiste en que un exceso de cobre podria disparar el daio celular peroxidativo
por produccion de ROS con el consecuente dafio oxidativo.

En hepatocitos incubados con altas concentraciones de Cu(ll) se ha
identificado a los lisosomas como principal sitio de produccion de ROS mientras
que otro estudio realizado con microscopio de barrido confocal indica que la
produccion de ROS ocurre en la mitocondria, la cual juega un papel fundamental
en la muerte celular por apoptosis'’.

El cobre puede participar en diversas reacciones radicalarias, incluyendo:

(i) conversion del anion radical superoxido en peroxido de hidrégeno y oxigeno
(dismutacion)

Cu**+0,” —— Cu"+0;
Cu® + Oy "+ 2H" — Cu** + H,0;
(ii) conversion de peroxido de hidrogeno en radical hidroxilo
Cu*+H,0, —> Cu®*+ OH + OH'
(iii) conversion de tiol (R-SH) en radical tiol (RS")
Como ya hemos visto, la formacion de estos radicales es responsable de la
peroxidacion lipidica de membranas, oxidacion directa de proteinas, ruptura de
ADN y ARN. Ademas de participar en la generacion de ROS, el cobre puede

manifestar su toxicidad a través del desplazamiento de otros cofactores metalicos
de sus sitios de union con ligandos naturales. Por ejemplo, el reemplazo de Cu(ll)

7G. Crisponi, V. Ma. Nurchi, D. Fanni, C. Gerosa, S. Nemolato, G. Faa, Coord. Chem. Rev. (2010)
254:876-889.
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por Zn(ll) en los sitios de union al ADN de los dedos de Zn pertenecientes a los
receptores de estrégenos da lugar a una proteina defectuosa, alterando su papel
en la via de transduccion de sefiales”.

4.4. Cobre y enfermedades asociadas

Se han identificado dos anormalidades genéticas relacionadas con el metabolismo
del cobre:

-Enfermedad de Menkes: Es un desorden letal multisistémico recesivo ligado al
cromosoma X, caracterizado por un déficit generalizado de cobre. Sus
caracteristicas clinicas derivan de la disfuncion de varias enzimas dependientes
de cobre. La enfermedad se debe a mutaciones en un gen (ATP-7A) que codifica
una proteina intracelular transportadora de cobre (ATPasa de tipo P). Los
sintomas incluyen retraso del crecimiento intrauterino y deterioro neurologico
progresivo, con aparicion de hipotonia axial, espasticidad, convulsiones e
hipotermia, que aparecen durante los primeros meses de vida. Se llama también el
“sindrome del cabello ensortijado” debido al aspecto del mismo'. Danks y
colaboradores' encontraron que los pacientes que padecen esta enfermedad
presentan niveles reducidos de cobre hepatico, urinario y sérico y disminucion de
la absorcién de cobre pero la concentracion de este elemento en eritrocitos es
normal y presentan un correcto manejo del metal administrado por via intravenosa.

-Enfermedad de Wilson: es un trastorno del metabolismo del cobre que se hereda
de forma autosdmica recesiva. Es causada por mutaciones en el gen ATP-7B que
codifica para una ATPasa tipo P implicada en el transporte de cobre dentro del
hepatocito, tanto al interior del aparato de Golgi para su incorporacién a la
apoceruloplasmina como en la excrecion biliar del exceso de metal del organismo.

El defecto en la funcidon de esta proteina da lugar a la acumulacién
progresiva de cobre, primero en el higado y posteriormente en el encéfalo y en
otros tejidos, con manifestaciones clinicas principalmente hepaticas, neuroldgicas,
psiquiatricas y oftalmolégicas. En ausencia de tratamiento, esta enfermedad
progresa hacia la muerte debido a los efectos toxicos por dafio oxidante?.

Ademas de las enfermedades anteriormente vistas, un desbalance en el
metabolismo del cobre puede dar lugar a enfermedades como cancer (se encontro
que la enzima lisil oxidasa es requerida para la metastasis inducida por hipoxia?"),
diabetes mellitus, enfermedad de AIzheimerzz, defectos estructurales y funcionales
cardiovasculares, desordenes en el metabolismo de los huesos y enfermedades
musculares®.

'8 7. Turmer, L. B. Maller, Eur. J. Hum. Genet. (2010) 18:511-518.

' D.M. Danks, P.E. Campbell, B.J. Stevens, V. Mayne, E. Cartwright, Pediatr. (1972) 50:188-201.
2 M. D. Hernandez Villén, S. Lépez Martinez, Rev. Lab. Clin. (2011) 4:102-111.

21 J.T. Erler, K.L. Bennewith, M. Nicolau, N. Dornhéfer, C. Kong, Q-T. Le, J-T.A Chi, S.S. Jeffrey,
A.J. Giaccia, Nature (2006) 440:1222-1226.

2. Kang, C. Lin, J. Chen, Q. Liu, Chem-Biol. Interact. (2004) 148:115-123.

BX. Ding, H. Xie, Y. James Kang, J. Nutr. Biochem. (2011) 22:301-310.
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4.5. Complejos de cobre como probables agentes terapéuticos

El estudio de complejos de coordinacion con Cu(ll) resulta de interés en vista de
sus potenciales aplicaciones para los mismos tanto como suplementos dietarios
como su capacidad de actuar como agentes terapéuticos. Ejemplos de sus
potenciales usos como agentes anticancerigenos los reportamos a continuacion.

Se ha investigado, por ejemplo, el efecto del complejo [Cu(4-Mecdoa)(fen),]
donde (fen=fenantrolina, 4-Mecdoa=4-metilcumarina-6,7-dioxacetato) sobre un par
de lineas celulares tumorales y se encontré que inhibe la proliferacion de: A-498
(adenocarcinoma de rifion humano, Cls:2,0 £1,2 yM) y Hep-G2 (carcinoma
hepatocelular humano, Clsp:1,3 +0,8 uM )*.

El complejo [Cu(appc)Cly] (appc=N"-(2-acetilpiridina)piridina-2-
carboximidrazona) es un potente agente antiproliferativo contra la linea B16F10
(melanoma de raton, Clso=6,8uM)%.

El complejo [Cuz(u-HL+)2uCl2)2(HL1)2Cl2] (L es 6-(2clorobencilamino)purina)
es un potente inhibidor del crecimiento de varias lineas celulares tumorales: B16-
FO (melanoma de raton, Cls=8,20 yM), G361 (melanoma maligno humano,
Cl50=20 M), HOS (sarcoma osteogénico humano, Cl5=23 unM), MCF7
(adenocarcinoma de mama, Clsp=24uM )%.

Existen algunos complejos de Cu(l) como el tetra(N-metil-1,3,5-triazo-7-
fosfoadamantanocobre(l) tetrafluoroborato que es un agente antiproliferativo
efectivo contra las lineas tumorales HCT-15 (tumor de colon, Cl5=19,2 uM), HelLa
(tumor de cérvix, Cls;=7,6 uM), A549 (tumor de pulmdn, Cls=8,5 pM)?’, HL60
(leucemia promielocitica, Clsp=4,8 pM)?.

Los complejos de cobre(ll) poseen, también, propiedades antimicrobianas.
Por ejemplo, el complejo Cu(L1)2Cl2.H,O (L:1-bencil-2-aminobenzimidazol) es un
agente antibacteriano mas activo que el ligando libre sobre Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus sp.y Sarcina lutea pero ambos son inactivos frente a la
levadura Saccaromyces Cerevisiae®.

Por otro lado un complejo formado por Cu(ll) y el antiinflamatorio diclofenac
(compuesto sintético no esteroide) demostré una actividad antiinflamatoria mayor
que el correspondiente ligando libre®.

Existen complejos de cobre(ll) que poseen propiedades antioxidantes, por
ejemplo el complejo de Cu(ll)-curcumina (1:1) es efectivo como agente SOD-simil

' B. Thati, A. Noble, B. S. Creaven, M. Walsh, K. Kavanagh, D. A. Egan, Eur. J. Pharmacol. (2007)
569:16-28.

% N. H. Gokhale, S. S. Padhye, S. B. Padhye, C. E. Anson, A. K. Powell, Inorg. Chim. Acta (2001)
319:90-94.

%z Travnicek, M. Malon, Z. Sindelaf, K. Dolezal, J. Roléik, V. Krystof, M. Strnad , J. Marek, J.
Inorg. Biochem. (2001) 84:23-32.

2 M. Porchia, F. Benetollo, F. Refosco, F. Tisato, C. Marzano, V. Gandin, J. Inorg. Biochem. (2009)
103:1644-1651.

%8 C. Marzano, M. Pellei, S. Alidori , J. Inorg. Biochem. (2006) 100:299-304.

? 3. 0. Podunavac-Kuzmanovié, S. L. Markov, L. S. Vojinovi, APTEFF (2004) 35:247-254.

% F -Ur-Rehman, M. F. Khan, I. U. K. Marwat, G. M. Khan, H. Khan, J. Chem. Soc. Pak. (2010)
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(Clsp=6,7 uM) y también inhibe la peroxidacion lipidica (98%)®'. Asimismo, el
complejo formado por Cu(ll) y 3-aminoquinoxalina-2-carbonitrilo N’ N*-diéxido
posee actividad superdxido-dismutasa simil (Clsp=18 uM)>, Ademas son
farmacologlcamente activos los complejos de Cu(ll) con aminoacidos SCIg,o =30,3-
37,2 uM)**y los complejos de Cu(ll) con sulfonamidas (Clsp=38-73 pM)*

4.6. Algunos aspectos de la quimica del cobre
4.6.1. Estados de oxidacién y estereoquimica

El cobre presenta una importante quimica de coordinacién. El estado de oxidacién
varia desde 0 hasta +4, predominando el estado de oxidacion +2. Aun no se ha
confirmado la presencia de Cu(0) en compuestos estables, aunque podria
aparecer como intermediario en algunas reacciones™

El i6n cuproso, Cu(l), tiene una configuracion electrénica d'° de capa llena.
Se observa una gran variedad de geometrias en los complejos de coordinacion
que presentan este ion (Tabla 1).

Generalmente, en los complejos de coordinacion, el cobre(ll) se encuentra
en un entorno de coordinacién tetragonal, con 4 enlaces cortos en el plano
ecuatorial y uno o dos enlaces mas largos en el plano axial®’.

El Cu(lll) es inestable y se forma por la reaccién de Cu(ll) en presencia de
H>O, o del anion ascorbato. Se ha demostrado que el Cu(lll) esta presente en
reacciones relacionadas con procesos bioldgicos que involucran cuproenzimas y
donde intervienen péptidos como ligandos®

El estado de oxidacion +4 es raro, se conoce su presencia en la red
cristalina Cs,CuFg>

El numero de coordinacion y la geometria de los complejos varian segun el
estado de oxidacidn. En la Tabla 1 se resumen los principales estados de
oxidacion y la estereoquimica del cobre.

1 A. Barik, B. Mishra, A. Kunwar, R. M. Kadam, L. Shen, S. Dutta, S. Padhye, A. K. Satpati, Hong-
Yu Zhang, K. Indira Priyadarsini, Eur. J. Med. Chem. (2007) 42:431-439.

2 C. Urquiola, D. Gambino, M. Cabrera, M. L. Lavaggi,H. Cerecetto, M. Gonzalez, A. Lopez de
Ceraln A. Monge, A. J. Costa-Filho, M. H. Torre, J. Inorg. Biochem. (2008) 102:119-126.

E J. Baran, Acta Farm. Bonaerense (1985) 4:125-133.

* R.M. Totaro. Torre, E. Friet, I. Viera, E. Kremer, E.J. Baran, Acta Farm. Bonaerense (1993)
12:73-78.
° E. Kremer, G. Facchin, E. Estévez, P. Alborés, E.J. Baran, J. Ellena, M.H. Torre, J. Inorg.
Blochem (2006) 100:1167-1175.

® F.A. Cotton and G. Wilkinson. “Advanced Inorg. Chem.” 5" ed. John Wiley and Sons, Inc., New
York(1988)
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(2005).
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% C.E. Housecroft, A.G. Sharpe, “Inorg.Chem”. 2" Ed. Pearson Education Limited, Edimburgh
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Estado de NiUmero de Geometria
oxidacion coordinacion
Cu(l) (d™) 2 Lineal
3 Trigonal plana
4 Tetraédrica
Cu(ll) (d°) 4 Tetraédrica
distorsionada,
Plano cuadrada
5 Bipiramide trigonal,
Piramide cuadrada
6 Octaédrica
distorsionada
Cu(lll) (d°) 4 Plano cuadrada
5 Bipiramide trigonal
6 Octaédrica

Tabla 1. Estados de oxidacion y estereoquimica del cobre.
4.6.2. Espectros electronicos caracteristicos para cobre(ll)

El Cu(ll) posee la configuracién electronica [Ar]3d°, que conduce a la existencia de
un unico término espectral (°D). En presencia de un campo de ligandos, este
término se desdobla para dar distintos niveles, cuyo numero y energia depende
del tipo de ligandos, del numero de coordinacion y de la geometria adoptada por el
complejo™.

Asi, para un campo de ligandos idealmente octaédrico, dicho término se
desdobla en dos niveles: 2Eg y 2ng. Los 9 electrones d del cobre (Cu(ll)) se
distribuyen entre los 5 orbitales d, quedando un lugar vacio en uno de los orbitales
de mayor energia. Debido a esta ocupacion desigual de los orbitales eg, el
complejo sufre una distorsion conocida como efecto de Jahn Teller, dando lugar a
una elongacion tetragonal a lo largo del eje z y a una contraccion en el plano
ecuatorial si el electron desapareado se encuentra en el orbital dz? (o viceversa si
el electron impar se encuentra en el orbital dx®y?)*' originando una geometria
octaédrica elongada o comprimida del cubo, segun el eje z respectivamente,
generando un prisma tetragonal. En el esquema 1 se muestra el desdoblamiento
de los orbitales d en un entorno tetragonal elongado segun el eje z.

“0'B. J. Hathaway, D. E. Billing, Coord. Chem. Rev. (1970) 5:143-207.
“TE. 1. Solomon, Inorg. Chem. (2006) 45:8012-8025.
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Esquema 1: Desdoblamiento de orbitales d para (a) entorno octaédrico y (b) distorsion tetragonal.

En general todos los complejos que presentan Cu en su estructura son de
color verde o azul debido a la presencia de una banda de absorcidén en la region
entre 600-900 nm del espectro (Figura 2)*.

0.6 1 cu® (Td)

850 Cu™ (Oh)

Absorbancia (au)

400 B00 200 1000

ifnm)

Figura 2 Espectro de absorbancia en el rango visible para una solucion de Cu(NO:); a dos valores de
pH (4,5 y 11). Tomado de Fournier y colaboradores*'.

Los estados fisiolégicamente mas importantes del cobre son (1) y (l), siendo
este ultimo el mas frecuente. Los distintos tipos de Cu(ll) que podemos encontrar
en los sistemas bioldgicos son*:

2 M. Fournier, C. Louis, M. Che, M. Chaquin, P. Masure, P.J. Catal. (1989) 119:400-414.
3 E. J. Baran, “Quimica bioinorganica”, McGraw-Hill Interamericana - 12 Ed. (1994).
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(i) Cobre de tipo 1: presenta una banda de absorcion muy intensa,
alrededor de los 600 nm, con coeficiente de absortividad molar
unas trescientas veces mas elevado que el de los complejos
usuales de Cu (Il). La banda de absorcion se debe al color azul
que caracteriza a las proteinas que contienen este tipo de cobre.

(i) Cobre de tipo 2. es paramagnético y posee el espectro
electronico tipico de los complejos habituales de Cu(ll).

(iii)Cobre de tipo 3: esta constituido por un par de iones Cu(ll)
sometidos a fuerte acoplamiento antiferromagnético, lo que
convierte al sistema en diamagnético. Estos sistemas se
caracterizan por presentar una banda de absorcion muy intensa
alrededor de los 300 nm. Este tipo de cobre no se detecta por
espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica.

4.6.3. Espectro Infrarrojo (FTIR)

Ademas de las bandas caracteristicas para cada tipo de ligando, cuando se
analizan los complejos de Cu(ll) interesa la identificacion de frecuencias de
estiramiento tipico derivados del enlace del centro metalico al ligando.

Asi por ejemplo, en la Tabla 2 se observan las frecuencias tipicas para el
modo de estiramiento de Cu(ll) coordinado a diferentes atomos en algunos
complejos de coordinacion.

Compuesto v (cm™)
[Cu(sac),(4-cianop),H,0]** 451 (v(Cu-0))
[Cu(sac),(4-aminop).H.O]** 450 (v(Cu-0))

CuCl,(BAAPTS)H,0* 420 (v(Cu-N)),
310 (v(Cu-S))

Cu-Quercetina® 603 (v(Cu-0))
Cu(PBH),™ 407(v(Cu-N))

Tabla 2. Frecuencias de estiramiento tipicas para cobre coordinado a diferentes atomos
sac: sacarinato, cianop:cianopiridina, aminop: aminopiridina,
BAAPTS: antipirentiosemicarbazona, HPBH: 2-piridincarboxaldehidobenzoilhidrazona

4.6.4. Espectro de resonancia paramagnética electronica (EPR)

El espectro EPR del cobre da informacién valiosa con respecto a estados de
oxidacion, tipo de ligando y simetria. Como se mencion6 anteriormente, los datos
experimentales que resultan de un espectro de EPR para Cu(ll) son las
componentes del tensor giromagnético (guy g., para simetria axial, siendo giso=-1/3

* E.G. Ferrer, N. Baeza, L.G. Naso, E.E. Castellano, O.E. Piro, P.A.M. Williams, J. Trace Elem.
Med. Biol. (2010) 24:20-26.

%, Birjees Bukhari, S. Memon, M. Mahroof-Tahir, M.l. Bhanger, Spectrochim. Acta Part. A (2009)
71:1901-1906.

% g, Banerjee, S. Mondal, W. Chakraborty, S. Sen, R. Gachhui, R. J. Butcher, A.M. Z. Slawin, C.
Mandal, S. Mitra, Polyhedron (2009) 28:2785-2793.
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(gn + 291); 6 9z 9x Y gy para simetria rombica y la constante de acoplamiento
hiperfino (A y A, para simetria axial, Aisc= 1/3(Ai +2A.); 6 A, Acy Ay para simetria
rombica) los cuales permiten deducir la simetria del entorno sobre el sitio
magnético, el estado fundamental del ion metalico, el grado de deslocalizacion
electronica asi como también la naturaleza de los ligandos.

El atomo de cobre tiene un espin nuclear / = 3/2 y la existencia de mas de
un isétopo (**Cu y %°Cu) genera un desdoblamiento hiperfino tipico de esta
especie debido a las interacciones de espin electron-nucleo. Las reglas de
seleccion (AMs = £1; AM, = 0) conducen al registro de un espectro con un
desdoblamiento hiperfino que resulta en 4 bandas anchas (isotdpicamente puras)
de intensidad 1:1:1:1 para los complejos de cobre (Il). Para esta especie la
componente paralela de la constante de acoplamiento hiperfino es mayor en
magnitud que la componente perpendicular y generalmente se encuentra bien
resuelta en el espectro representada por la separacion equidistante de los cuatro
componentes en la region paralela del espectro (Figura 3).

A modo de ejemplo (Figura 3) se muestra el espectro EPR de una solucion
de 2,5 mM de Cu(NOs), (especie mayoritaria, [Cu(H20)e]** a pH 3,6) a 138 Ky en
presencia de glicerol 20 % (p/p) dando origen a los siguientes valores de los
componentes del tensor g:

an=2,4198; gL = 2,083 ( espectro anisotrépico)
y el espectro a temperatura ambiente dio da origen a un valor de g*’:

Oiso = 2,1948 (espectro isotropico)

qu gL

2600 2800 3000 3200 3400
H (Gauss)

Figura 3. Tipico espectro EPR de Cu(H;0)s**, en banda X. Tomado de Francois y colaboradores*.

Mediante la simulacion de los espectros experimentales podemos extraer
los valores para los componentes del tensor g y de la constante de acoplamiento

hiperfino A.
De manera ilustrativa, en la Tabla 3 se muestran dichos parametros para

algunos complejos de Cu(ll).

47 J. Francois, C. Heitz , M.M. Mestdagh, Polymer (1997) 38:5321-5332.
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Compuesto Sitio de di gL Ay AL
coordinacién (x10*em™) | (x10*cm™)
[Cu(fen)s]7™ (e) CuNg 2,273 2,062 161 36
[Cu(ImH),]"* CuN, 2,31 2,06 154 14,9
Cu(salen)™ CuO, 2,212 2,050 195 30
CuPyt,-en”’ CuN;S, 2,020 2,140 184 31

Tabla 3. Valores de g y A para algunos complejos de Cu(ll).

fen: fenantrolina, ImH: imidazol, salen:N,N’-etilenebis(salicilidenaminato), Pyt: 1-fenil-3-formil-2(1H)-piridintiona,
en: etilendiamina
(e): distorsion por elongacion

A su vez puede también existir lo que se conoce como estructura
superhiperfina en el espectro (que no necesariamente siempre es observada),
esto ocurre cuando los electrones d estan deslocalizados, en gran medida, sobre
los ligandos y asi, si los ligandos tienen por si mismos espin nuclear (por ejemplo
el atomo de nitrogeno tiene un espin nuclear de 1), se espera que su patron de
desdoblamiento hiperfino se superponga a estas bandas. En la Figura 4 se
muestran los espectros EPR de dos complejos de cobre(ll) que presentan una
estructura superhiperfina en la regién de g1>?

Figura 4. Espectro EPR de complejos Cu(ll)-imidazol en una mezcla agua/DMSO (1:1) a 113 K.
A: Cu(imH)42+, x=4,0; 9,070 GHz, B: Cu(imH)52+, x=10,0, 9,073 GHz

Por otra parte es conocido el hecho que para complejos de Cu(ll) donde los
ligandos estan dispuestos en un entorno octaédrico distorsionado, es decir cuatro
ligandos dispuestos aproximadamente en un plano (que incluye al ibn metalico) y
otros dos ligandos dispuestos en una linea recta perpendicular al plano

“8 H.C. Allen, G.F. Kokoszka, R.G. Inskeep, J. Am. Chem. Soc. (1964) 86:1023-1025.
* 3. Siddiqui, R.E. Shepherd, Inorg. Chem. (1986) 25:3869-3876.
* 3. Deshpande, D. Srinivas, P. Ratnasamy, J. Catalysis (1999) 188:261-269.

*"'S. Mandal, G. Das, R. Singh, R. Shukla, P. K. Bharadwaj, Coord. Chem. Rev. (1997) 160:191-
235
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(disposicion axial) mas alejados, éstos ultimos se encuentran mas débilmente
unidos al centro metalico y por tanto presentan una influencia menor sobre las
propiedades magnéticas y Opticas del complejo. Para estos complejos, la
secuencia g;>g,>2,00 indica que el electrén desapareado del ion Cu(ll) ocupara
preferentemente el orbital dy2.,2>°. A su vez, segun Kivelson y Neiman®, el valor de
g) esta sensiblemente relacionado con el grado de covalencia en la interaccion
metal-ligando, de modo que generalmente se cumple lo siguiente:

- entorno ionico: g > 2,3.
- entorno covalente: g; < 2,3

Un forma de asegurarse la evaluacion del grado de interaccion entre los
centros de Cu(ll) y la geometria en los sdlidos cristalinos es utilizar las siguientes
relaciones:

(i) Para dos valores de g, donde el menor valor de g sea > 2,0, se calcula

G= (gn-2)/(g+-2)
y si el valor resulta entre 4,0-4,5 la interaccion seria despreciable®.
(i) Para tres valores de g, se calcula el parametro
R=(g2- g1)/(gs- 92)*°

siendo gs>g>>g1, respectivamente. Si R>1, entonces el estado fundamental
seria predominante d,?, mientras que si R<1, el estado fundamental
corresponderia al orbital d*.,%.

=G, Verquin, G. Fontaine, E. Abi-Aad, E. Zhilinskaya, A. Aboukais, J.L. Bernier, J. Photochem.
Photobiol. B: Biol. (2007) 86:272-278.

% D. Kivelson, R. Neiman, J. Chem. Physics (1961) 35:149-155.

% B.J. Hathaway, D.E. Billing, Coord. Chem. Rev. (1970) 5:143-207.

%g, Chandra, L.K. Gupta, Spectrochim. Acta, Part A (2005) 61:269-275.
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Capitulo V

5.1. Complejos de cobre(ll) con los ligandos sacarina, 4-aminopiridina y 4-
cianopiridina

5.1.1. Aspectos generales sobre sacarina, 4-aminopiridina y 4-cianopiridina

La sacarina (1,2 benzotiazol-3(2H)-ona 1,1 diéxido, Hsac) (Figura 1) es uno de los
agentes endulzantes artificiales no calérico mas conocido. Inicialmente los
estudios de interaccion de la sacarina con metales biolégicamente relevantes se
centraron en el hecho que se sospechaba que estos compuestos eran
carcinogénicos, aunque esa teoria fue actualmente descartada’.

Figura 1. Estructura de la sacarina

La sacarina es un ligando polifuncional que presenta una quimica muy
versatil. Puede comportarse como?;

1) un ion (coordinado o formando una sal con un cation)
2) un ligando que coordina a través de:

(i) el atomo de nitrégeno

(ii) el atomo de oxigeno perteneciente al grupo carbonilo

(iif)un atomo de oxigeno perteneciente al grupo sulfonilo

(iv)el atomo de nitrégeno y el atomo de oxigeno del grupo carbonilo
3) una molécula neutra

4) varios modos anteriores en el mismo compuesto

En el marco del estudio de complejos de sacarina con actividades
biolégicas reconocidas, se han realizado varias investigaciones vy, entre ellas, se

' E.J. Baran, Quimica Nova (2005) 28:326-328.
2 G. Jovanovski, CCACAA (2000) 73:843-868.
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ha encontrado que tanto la sacarina como sus derivados y los sacarinatos de
algunos metales son inhibidores enzimaticos®. Los complejos de Zn(ll) y Cu(ll)
([Zn(sac)2(H20)4].2H0 y  [Cu(sac)z(H20)4].2H2,0) muestran ciertos efectos
inhibitorios, in vitro, sobre la enzima anhidrasa carbdnica. Ese mismo complejo de
Zn(ll) con sacarina ha sido investigado como un posible aditivo terapéutico para
dentifricos®.

Entre otras de las observaciones realizadas se encontré que ciertos
complejos de formula general [M(sac)z(H20)4.2H20] (M=Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn)
presentan actividad superéxido dismutasa simil, siendo el complejo
[Cu(sac)z(H20)4.2H20 ] el que presenta mayor actividad®.

También se han sintetizado y caracterizado una serie de compuestos de
coordinacion de oro con el ligando sacarinato (M[Au(sac),], donde M=Na®, K,
NH,", [(PTA)Au(sac)], donde PTA=1,3,5 triazo-7-fosfoadamantano, K[Au(sac)sClI] y
Na[Au(sac)4]). Las propiedades antiproliferativas de estos compuestos fueron
ensayadas frente a 2 lineas celulares de carcinoma de ovario humano (A2780S,
sensible al cisplatino y A2780R, resistente al cisplatino). Se encontré6 que
Na[Au(sac)s] ¥y [(PTA)Au(sac)] son los complejos mas potentes frente a ambas
lineas celulares®.

Ademas, se prepararon 2 complejos de cobre con sacarina (Cu(u-OH)(sac-
N)(deten)]2.2H20 y [Cu(p-OH)(sac-0)(tmen)], (donde deten=N,N-dietiletilendiamina
y tmen=N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina) y se investigaron sus propiedades
antimicrobianas frente a algunas bacterias Gram(+), otras Gram(-) y frente a
células eucariotas (Aspergillus Niger y Candida Albicans). Se observé que ambos
complejos poseen una débil actividad antibacteriana, no poseen actividad frente a
Aspergillus y solo el primer complejo posee poca actividad frente a Candida’.

Siendo la sacarina un ligando tan versatil desde el punto de vista de sus
potenciales sitios de coordinacion, existen varios complejos preparados con
diversas caracteristicas estructurales muy interesantes. En la literatura se citan
varios ejemplos®, en especial nos centraremos en compuestos de coordinacion
ternarios, con geometria de piramide de base cuadrada, donde el metal central
coordina al atomo de nitrogeno del ligando sacarinato y a atomos de nitrogeno
secundarios pertenecientes a ligandos como piridina, benzimidazol, nicotinamida,
acido nicotinico, propilpiridina, trietanolaminato y bipiridina.

Centrarse en esos ejemplos tiene como parte de nuestro trabajo el objetivo
de sintetizar complejos en los que se pueda generar un sitio activo “modelo”
similar al que posee el Cu(ll) en la enzima superdxido dismutasa nativa para
determinar si dichos compuestos presentan actividad SOD.

®F. Adam, I. A. Hassan, M. M. Rosli, H.-K. Fun, Acta Cryst. (2007) (material suplementario).

* E.J. Baran, V.T. Yilmaz, Coord. Chem. Rev. (2006) 250:1980-1999.

° M.C. Apella, R. Totaro, E.J. Baran, Biol. Trace Elem. Res. (1993) 37:293-299.

L. Maiore, M.A. Cinellu, E. Michelucci, G. Moneti, S. Nobili, I. Landini, E. Mini, A. Guerri, C.
Gabbiani, L. Messori, J. Inorg. Biochem. (2011) 105:348-355.

"0.Z. Yesilel, C. Darcan, E. Sahin, Polyhedron (2008) 27:905-913.

8 E.J. Baran, V.T. Yilmaz, Coord. Chem. Rev. (2006) 250:1980-1999.
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Con la finalidad de generar entornos nitrogenados alrededor del metal,
hemos elegido los ligandos 4-aminopiridina y 4-cianopiridina.

La 4-aminopiridina (Figura 2) es un compuesto organico que se usa
principalmente para bloquear canales de potasio®. Las aminopiridinas son
ampliamente utilizadas como reactivos en quimica analitica y en aplicaciones
farmacéuticas y médicas'®.

N
AN

=

H,N

Figura 2. Estructura de la 4-aminopiridina.

La 4-cianopiridina (Figura 3) es un ligando de gran interés debido a que
presenta 2 sitios de coordinacién, el nitrégeno perteneciente al grupo ciano y el
nitrégeno perteneciente a la piridina™".

NC

Figura 3. Estructura de la 4-cianopiridina.

5.1.2. Preparacion de los complejos

-[Cu(sac).(4-cianopy).H20], (complejo 1): Se agregd una solucidon acuosa de
sacarinato (sac) de sodio (2 mmoles, 5 ml) a una solucion acuosa de
Cu(NO3)2.3H20 (1 mmol, 5 ml). Cuando se consiguié una mezcla homogénea, se
agregoé sobre ésta una solucion etandlica de 4-cianopiridina (4-cianopy) (2
mmoles, 10 ml) formandose una solucion azul la cual se agité y calenté durante 10
minutos. La solucién resultante se dejé en reposo a temperatura ambiente y luego
de una semana se obtuvieron cristales azules los cuales fueron filtrados, lavados
varias veces con etanol frio y secados al aire para luego ser analizados por

° Y. Buyukmurat, S. Akyuz, J. Mol. Struct. (2003) 651:653: 533-539.
'S, Akyliz, J. Mol. Struct. (1999) 482-483:171-174.
" R.E. Clarke, P.C. Ford, Inorg. Chem. (1970) 9:495-499.
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difraccion de rayos X. Anal. Calc. para CzH1s07S:NsCu: C, 47,7; H, 2,8; N,12,8;
S,9,8 %. Exp.: C, 47,6 H, 2,9; N,12,8; S,9,8 %. Rto. 75%.

-[Cu(sac)z(4-aminopy),H20] (complejo 2): se prepard una solucidn metandlica
de Cu(NOs3)2.3H20 (1 mmol, 1 ml), la cual fue agregada a una solucién metandlica
compuesta por 4-aminopiridina (4-aminopy) (2 mmoles, 1,5 ml) y sacarinato de
sodio (3 mmoles, 7 ml), bajo agitacion continua. A los pocos minutos se formé en
la solucion un precipitado de color verde que fue inmediatamente filtrado y
descartado. Asimismo, las aguas madres verde-azuladas obtenidas como
producto de dicha reaccion se dejaron en reposo y al cabo de una semana se
observé la presencia de un sdélido verde-azulado el cual se filtré y lavo con etanol
frio y se dejo secar al aire. A pesar de haber realizado varios intentos por obtener
cristales por diferentes métodos, no se obtuvieron monocristales adecuados para
realizar el analisis estructural. Anal. Calc. para C,4H2,07S2NsCu: C, 45,5; H, 3,6;
N, 13,2; S, 10,1 %. Exp.: C, 45,5; H, 3,5; N, 13,2; S, 10,1 %. Rto. 50%.

5.1.3. Resultados
5.1.3.1 Estructura cristalina

Los cristales obtenidos para el complejo 1, fueron aptos para realizar la
determinacién estructural por medio de la difraccién de rayos X. La estructura
determinada puede verse en la Figura 1 (esquema de la estructura del complejo
realizada con el programa ORTEP') vy en las tablas a continuacién se muestran
los valores para los diferentes parametros. En base a la misma se puede
describir el sitio de coordinacién: es posible advertir que el ion cobre(ll) se
encuentra en un doble eje cristalografico, en un entorno de piramide de base
cuadrada, coordinado a través de los atomos de nitrégeno del sacarinato en forma
trans [d(Cu-N)=2,011 (3) A] y a través de los atomos de nitrégeno de la piridina
pertenecientes al ligando 4-cianopiridina [d(Cu-N)=2,038 (4) A]. La quinta posicion
de coordinacidon se completa con una molécula de agua en el vértice de la
piramide [d(Cu-Oa)=2,189 (5) A]. El atomo de cobre se encuentra levemente por
encima de la base de la piramide (a 0,2383 (3) A) ubicado hacia la molécula de
agua.

2 Johnson CK . ORTEP-Il. A Fortran Thermal-Ellipsoid Plot Program. Report ORNL-5318.
Tennessee, USA: Oak Ridge National Laboratory (1976).
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Figura 4. Grafico molecular del complejo [Cu(sac)z(4-cianopy)2(H20)] designando los atomos distintos
al hidrégeno y sus desplazamientos elipsoidales con un nivel de probabilidad de 30%. Las uniones
entre el ion Cu(ll) y los ligandos estan representadas por lineas blancas.

Tanto el anion sacarinato como la 4-cianopiridina asumen una posicidon
planar (los atomos de dichos ligandos se encuentran a 0,029 y 0,0156 A con
respecto a la base de la piramide cuadrada) respecto al cobre (a 0,385 (4) y 0,180
(5) A, respectivamente). Estos planos son casi perpendiculares entre si (angulo a
85,91 (8)°). Buscando en la literatura encontramos que la conformacion del
complejo y las distancias de union Cu-ligandos se asemejan a las encontradas en
el complejo [Cu(sac)z(nic);H20] (nic: nicotinamida), también en un eje
cristalografico C,'. Cuando comparamos la molécula de sacarina neutra (Hsac)'
con el anién sacarinato (sac’) apreciamos que los mayores cambios en este ultimo
ocurren en el grupo funcional tioamidico. Luego de la desprotonacién y la unién al
Cu(ll), se puede observar una deslocalizacién significativa de la union N-C-S. De
hecho, existe un acortamiento en la uniéon N-C (desde 1,375 A en Hsac a 1,358 (5)
A en sac) y en la unién C-S (desde 1,663 A en Hsac a 1,628 (3) A en sac). Estos
efectos de deslocalizacion son menos pronunciados que en aquellos aniones
sacarinato sin coordinar (por ejemplo, longitud N-C de 1,354 y 1,339 (5) Ay
distancias N-S de 1,596 y 1,606 (6) A en el sacarinato de sodio’™ y [Fe(o-
fen)s(sacH)](sac).'®, respectivamente (fen: fenantrolina).

El complejo adopta una conformacion molecular en forma de paletas de
rueda con los ligandos sac™ y 4-cianopiridina de manera alternada alrededor del
eje C,y estan ubicados en el cristal como capas paralelas al plano ab dando lugar
a canales de aproximadamente 3 A de diametro a lo largo del eje como se
muestra en el diagrama PLATON'’ de la Figura 5.

'3 B.S. Parajon Costa, E.J. Baran, O.E. Piro, E.E. Castellano, Z. Naturforschung B (2002) 57:43-
56.

4 J.C.J. Bart, J. Chem. Soc. B (1968) 376-382.

'> G. Jovanovski, B. Kamenar, Cryst. Struct. Commun. (1982) 11:247-255.

*pAM Williams, E.G. Ferrer, K.A. Pasquevich, E.J. Baran, E.E. Castellano, O.E. Piro, J. Chem.
Crystallogr.(2000) 30:539-544.

7 Spek AL. In: PLATON. A multipurpose crystallographic tool. Utrecht, The Netherlands: Utrecht
University (1998).
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Figura 5. Ocupacion espacial del empaquetamiento cristalino de
[Cu(sac)2(4-cianopy)2(H20)] visto desde el eje c.

En la tabla 1 se resumen los datos del cristal ([Cu(sac)(4-cianopy),H20]),
asi como los procedimientos para la coleccién de datos, los métodos para la
determinacién de la estructura y el método para la refinacion de su estructura.

Férmula empirica

Peso formula

Longitud de onda

Sistema cristalino, grupo espacial
Dimensiones de la celda unidad
a=b

c

Volumen de la celda

Z, densidad calculada

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaiio del cristal

Color del cristal / forma

Rango 6 para la coleccion de datos
indice de rangos

Reflexiones recolectadas/unica
Completado hasta 6=25,99°
Reflexiones observadas [I>20(l)]
Transmision maxima y minima
Datos / restricciones / parametros
Mejora de ajuste en

Pesos, w

indices R finales [I>20(1)]"

indices R (todos los datos)
Parametros absolutos de estructura
Pico mayor y hueco

C25H13CUN50732

654,12

0,71073 (A)

Tetragonal, P4cc (#103)

15,313(1) (A)
13,240(1) (Ag
3104,6(4) (A°)

4, 1,399(mq/m3)

0,889 (mm™)

1332

0,27 x 0,19 x 0,12(mm)

Azul / prisma

3,99 a 25,99 (°)
12<h<18,-18<k<18,-16<1<15
7848 /2899 [R(int)=0,0397]

98,6 %

2527

0,9025y 0,8073

2899 /1/188

1,105

[0?(F,2)+( 0,0961 P)2+0,73P]'1
P=[Max(F.’,0)+2F.]/3

R1=0,0497, wR2=0,1369

R1=0,0576, wR2=0,1481

-0,02(3)

1,138y -0,581 (e/A*)

Tabla 1. Datos del cristal, métodos de solucién de la estructura y resultados de refinamiento para
[Cu(sac)(4-cianopy)2(H20)]. °Rindices definidos como: R1=Z||Fo|-|Fc||/Z|Fo|, wR>=[Zw(Fo*-
Fc’)2zw(Fo)"?
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En la tabla 2 se presentan las distancias de enlace y los angulos alrededor

del metal en el complejo [Cu(sac)z(4-cianopy),H20].

Distancias de enlace
Cu-N(1) 2,011(3)
Cu-N(21) 2,038(4) Tabla 2. Longitudes de enlace [A] y
Cu-0O(1a) ) 2,189(5) angulos [°] alrededor del ion cobre (ll)

Angulos de unién en [Cu(sac)z(4-cianopy).H.0O7".

N(1’)-Cu-N(1) 166,9(2) )
N(1’)-Cu-N(21) 88,5(1) @ Atomos seleccionados y no seleccionados
N(1)-Cu-N(21) 89,9(1) relacionados a través de una operacion de
N(21)-Cu-N(27") 16’6 12) simetria de ejes binarios: -x,-y+1,z
N(1)-Cu-O(1a) 96,6(1)
N(21)-Cu-O(1a) 97,0(1)

5.1.3.2. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

En las Figuras 6 y 7 se muestran los espectros FTIR de cada ligando y los
complejos con cobre. El analisis de los espectros de infrarrojo de los complejos da
cuenta de los siguientes resultados y asignaciones.

Las frecuencias de las bandas de absorcion mas significativas en el
espectro FTIR de los complejos metélicos estan dadas en la Tabla 3 y las
asignaciones estan basadas en comparaciones realizadas teniendo presentes los
resultados previos'®1920-21:

'® . Naumov, G. Jovanovski, M.G.B. Drew, S.W. Ng, Inorg. Chim. Acta (2001) 314:154-162.

'9 J.F Farha, R.T. Iwamoto, Inorg. Chem. (1965) 4:844-848.

2w, Zhang, J.R. Jeitler, M.M. Tumbull, C.P. Landee, M. Wei, R.D. Willett, Inorg. Chim. Acta (1997)
256:183-198.

21'Y. Buyukmurat, S. Akyiiz, J. Mol. Struct. (2003) 651-653:533-539.
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4-aminopy

1 Nasac

[Cu(sac),(4-Aminopy),H.,O]

Transmitancia (%), u.a.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numeros de onda (cm'1)

Figura 6. Espectros FTIR de 4-aminopiridina (4-aminopy), sacarinato de sodio (Nasac) y
[Cu(sac)z(4-aminopy)zH:0] (2) en el rango 4000-400 cm ™.
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4-cianopy

Nasac

[Cu(sac)o(4-cianopy)o(H,0)]

Transmitancia (%), u.a.

4000 3500 3000 2500 2000 1 50£|) 1000 500
numeros de onda (cm™ ')

Figura 7. Espectros FTIR de 4-cianopiridina (4-cianopy), sacarinato de sodio (Nasac) y
[Cu(sac)z(4-cianopy):H20] (1) en el rango 4000-400 cm™.

Las bandas que se observan en el rango 3550-3400 cm™ son atribuidas al
estiramiento correspondiente al modo v(OH) de las moléculas de agua.

De la observacion de los espectros surge que la frecuencia de estiramiento
del grupo v(N-H) en el complejo 2 no se modifica como resultado de la
complejacién, por lo que se puede concluir que el atomo de nitrégeno del grupo
amino perteneciente a la 4-aminopiridina no estaria involucrado en la coordinacion
al centro metalico. Tampoco se modifica la frecuencia de estiramiento v(C-N) de la
4-cianopiridina (complejo 1), por lo tanto, al igual que en el caso anterior, se
deduciria que este grupo no participa en la coordinacion.

Comparando la posicion de la banda relacionada a la frecuencia de
estiramiento del grupo carbonilo en el sacarinato de sodio (1642 cm™) (ver Figuras
6 y 7) con la banda asociada al estiramiento del grupo v(CO) de la sacarina en los
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complejos, puede observarse que en el complejo 1 ésta aparece a

mayor numero

de onda mientras que en el complejo 2 se observa un corrimiento hacia la region
roja del espectro.

Nasac 4-cianopy [Cu(sac).(4- 4-aminopy [Cu(sac).(4- Asignaciones
cianopy),H;0] (1) aminopy),H.0] (2)
3534 f 3426 f 3537 f v(OH)
3434 f 3412 m v(OH), v(NH2, aminopy)
3300 m 3305 m V(NHz, aminopy)
2240 d 2240 d V(CN cianopy)
1671 h
1642 mf 1648 mf 1629 mf v(C=0)
1648 f superpuestas S(NH2, aminopy)
1615 h
1590 f 1591 m 1604 d 1602 mf, 1590 v(CC), v(CH)
h
1490 d, 1535 m 1550 d,1516 d 1506 f 1547 mf, 1520 m v(CC), v(CH)
1460 m 1408 f 1460 d,1420 d 1440 m 1459 m,1380 m v(CC), v(CH)
1336 m 1335d 1340 m 1333 m 1356 d vs(NCS)
1258 mf 1301 mf 1293 mf Vas(S02)
1268 m V(C-NHz, MY)
1252 m
1217 d 1215 m 1214 d 3(CH) en el plano
1150 mf 1155 mf 1157 mf vs(SO5)
1078 m 1121 m 1055 m 1057 m Respiracion del
anillo
985 m 1059 m 991 f 1022 m, 988 d Respiracion del
anillo
961 f 938 m vas(CNS)
950 d YopCH
829 f 830 m 842d, 822 f 848 d, 826 d V(C-NH.)+ 8anino+
v(CC)
610 m 596 m 600 f 1(S0y)
560 f 560 m
553 m 536 m 532 m V(CN)+ Yaniito+Sanilio
+ NHZ balanceo
451 md 450 h, d v(CuO)

mf, muy fuerte; f, fuerte; m, medio; d, débil; md, muy débil; h, hombro

Tabla 3. Asignaciones tentativas del espectro FTIR del sacarinato de sodio (Nasac), 4-cianopiridina
(4-cianopy), 4-aminopiridina (4-aminopy) y sus complejos con Cu(ll) (posicion de las bandas en cm™).

Diversos estudios se realizaron con la finalidad de encontrar una correlacion
entre la frecuencia de estiramiento v(CO) y las uniones metal-sacarinato en los
diferentes tipos de complejos. Se estudiaron por ejemplo las relaciones empiricas
para érdenes de enlace y se cuantificaron las relaciones entre el estiramiento CO
y la union metal-sacarinato, entre otros. Estos estudios presentan una buena
correlacion solo para el caso de complejos en los cuales la sacarina coordina via
el atomo de nitrégeno. Se sabe que cuando la banda debida al estiramiento CO en
los sacarinatos N-coordinados se encuentra a mayores frecuencias, la sacarina
coordinaria por el nitrdgeno®?*23, Esta situacion seria equivalente a la que ocurre
en nuestro caso para el complejo 1.

*2p_Naumov, G. Jovanowski, J. Mol. Struct. (2001) 563-564:335-339.
% 0.Z. Yes-ilel, C. Darcan, E. Sahin, Polyhedron (2008) 27:905-913.
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De esos mismos estudios surge que cuando por el contrario, la banda de
estiramiento del grupo CO se desplaza a menores frecuencias estaria indicando
que este grupo participa en la coordinacion al metal, debilitando en consecuencia
el enlace carbono-oxigeno. El desplazamiento hacia el rojo de la posicidon de la
banda relacionada al modo de estiramiento del grupo CO se asigna a la
contribucion de la forma resonante de lactima a la estructura anionica, tal como
fuera observado en estudios de deformaciéon geométrica en anillos de 5 miembros.
La coordinacién a través del oxigeno puede conducir a una disminucién en 12 cm™
de la frecuencia de estiramiento del grupo CO con respecto a la posicién del
mismo en el anién sacarinato no coordinado como fuera demostrado en otros
complejos reportados: Tetraquis(pirazol)bis[1,2-benzisotiazolil-3-olato-1,1-di6xido]
de cobre(ll) y aquo(di-2-piridilamina) [1,2-benzisotiazolil-3-olato1,1-didéxido](o-
sulfobenzimidato-N) de cobre(I1)?.

Otro grupo caracteristico de la molécula de sacarina es el SO,. Existen para
el mismo dos bandas representativas: las bandas de estiramiento
correspondientes al modo antisimétrico vas(SO,) aparecen en 1293 y 1301 cm™ y
la otra correspondiente al modo simétrico vs(SO,) aparece en 1155 cm™.

Otras bandas adicionales observadas en los rangos 1330-1350 y 930-960
cm’' son atribuidas a los modos de estiramiento simétrico y antisimétrico del grupo
CNS de la sacarina, respectivamente.

Respecto a los otros ligandos, el modo de respiracion del anillo observado
en 991 cm™ en el ligando 4-aminopiridina libre se asigna a la banda que se
encuentra en 1022 cm™ en el complejo 2. El cambio a mayores frecuencias de
este modo se sabe que ocurre cuando el par de electrones solitario del nitrdgeno
endociclico del anillo de piridina coordina con el centro metalico. Por lo tanto se
puede concluir que el atomo de nitrégeno se une al cobre de acuerdo con lo
observado en el analisis estructural. En el complejo 1 se puede observar que las
bandas correspondientes al primer y segundo modo de respiracion del anillo
cambian hacia la region azul del espectro por complejacién indicando que la
coordinacion al metal es a través del nitrogeno de la piridina. La misma conclusion
puede ser obtenida comparando las 4 bandas principales de la piridina en el rango
de 1430-1600 cm™. Ambos complejos muestran una modificacién de esas bandas
hacia mayores frecuencias lo que estaria confirmando la coordinacion del metal a
la misma.

Respecto a las frecuencias de estiramiento metal-oxigeno, las bandas de
débil intensidad que aparecen a 450 y 451 cm™ fueron asignadas a la frecuencia
de estiramiento v(Cu-0)*.

5.1.3.3. Espectroscopia electrénica

Como se sabe, el espectro electrénico de un complejo tanto en estado sdlido
(reflectancia difusa) como en solucién es una buena herramienta para sugerir el

% Nakamoto K. Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, 4th ed.
New York: John Wiley (1986).
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entorno de coordinacion de un centro metalico como el Cu(ll). Por ejemplo, en los
espectros electronicos de compuestos donde existe presencia de cromoforos del
tipo Cu(ll)N4O y Cu(ll)N2O3 que a su vez presentan una geometria de piramide de
base cuadrada se observa una banda ancha y la mayor intensidad de absorcion
ocurre a altas energias®,en contraste con lo que ocurre para los compuestos que
presentan coordinacion de bipiramide trigonal.

En el caso de nuestros complejos, los espectros de reflectancia difusa se
muestran en la Figura 8. En los mismos se observan las bandas tipicas
correspondientes a los transitos d-d del centro metalico.
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Figura 8. Espectro de reflectancia difusa para [Cu(sac)z(4-cianopy)2H20] (1) y[Cu(sac).(4-
aminopy):H-20] (2).

En el complejo 1, que presenta el cromo6foro CuN4O, dichas bandas estan
centradas en 595 y 675 (hombro) nm mientras que en el complejo 2 (cromoéforo
CuN203) se presentan en 611 y 690 nm . En ambos casos, la banda espectral mas
intensa se ubica hacia la region donde ocurren las transiciones de mayor energia.
Para estos complejos que presentan coordinacion piramidal de base cuadrada el
esquema posible del diagrama de niveles de energia (para un grupo de simetria
idealizado C,,) indica el orden d®-,* > d,> > dyy > dxz, dy, por lo que la banda de
mayor energia puede asignarse a la transicion (dy) — (dxz-yz) y la de menor
energia a (d) — (dxz-yz). Las otras bandas d-d estaran enmascaradas por
transiciones intensas t—m °°.

El corrimiento hacia menores energias que se presenta en la banda de
absorcion del complejo 2, sugiere como ya habia sido determinado por
espectroscopia FTIR, que la coordinacidon con la sacarina se produce a través del
atomo de oxigeno. Esta hipdtesis se reafirma teniendo presente la serie
espectroquimica®® en la cual el ligando N-sacarinato se ubica hacia la derecha (por

%5 Lever ABP. In: Inorganic electronic spectroscopy, 2nd ed. The Netherlands: Elsevier (1984).
%6 /. Shivaiah, S.K. Das, Inorg. Chem. (2005) 44:8846-8854.
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tanto en la regiébn de mayor A y menor longitud de onda) en comparacion con el
O-sacarinato.

Con la finalidad de evaluar lo que ocurre con el entorno de coordinacion
cuando los complejos se disuelven en metanol, se midieron los espectros UV-
visible de los mismos (Figura 9). En el caso del complejo 2 tanto el espectro de
reflectancia difusa como el espectro en solucion muestran una tendencia similar,
presentando ambos una banda amplia en 650 nm (€=95 M™'cm™), sugiriendo de
esta manera que la coordinacion alrededor del centro metalico es la misma que en
el complejo sélido.
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Figura 9. Espectros electrénicos (solucion metandlica) para [Cu(sac)z(4-cianopy).H.0] (1) (4,3 mM) y
[Cu(sac)z(4-aminopy)2H20] (2) (2,2 mM).

En el caso del complejo 1, se encontraron diferencias significativas entre el
espectro del complejo disuelto en metanol y el sdlido. EI maximo de la banda del
complejo en solucién se desplaza hacia el rojo (760 nm, €=58 M'cm™). Esto
demuestra que ambas geometrias son distintas y en el caso del complejo en
solucion probablemente ocurra la incorporacion de una molécula de solvente
(metanol) en la esfera de coordinacion. Este desplazamiento hacia el rojo se
asocia con un cambio en el numero de coordinacion pasando de 5 a 6 vy
generando un octaedro tetragonalmente distorsionado. Por lo tanto, esta nueva
coordinacion que presenta el complejo 1 luego de la disolucién, es la que se
considera como la especie activa en la evaluacion de los ensayos enzimaticos.

5.2. Complejos de cobre(ll) con los ligandos acido tricarbalilico e imidazol

5.2.1. Aspectos generales del acido tricarbalilico e imidazol

El acido tricarbalilico (H;ATC) (Figura 10) (acido 1,2,3 propanotricarboxilico) es un
tipo de acido alifatico simple. Se encuentra como fragmento de varias micotoxinas
naturales como la Fumonisina B4, Fumonisina B,, toxina AAL TA y también
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formando parte de un acido policarboxilico macrociclico, el cual es un inhibidor de
la Ras-farnesil proteina transferasa®’.

Estas toxinas son producidas por el patogeno fusarium moniliforme el cual
afecta, fundamentalmente, a las plantas de maiz. Este hongo filamentoso esta
relacionado con la incidencia de cancer esofagico en algunas regiones de China y
el sur de Africa®.

HO

Figura 10. Estructura del acido tricarbalilico.

Las fumonisinas, ademas, estdan implicadas en un gran numero de
enfermedades que afectan a animales como leucoencéfalomalacia equina, edema
pulmonar en cerdos, cancer en ratas y cardiotoxicosis en especies aviares®,

El acido tricarbalilico es producido en grandes cantidades por las vacas. La
mezcla de bacterias presentes en el rumen de las mismas es capaz de convertir, a
través de una reduccion simple, al trans-aconitato en acido tricarbalilico® y ciertos
estudios en ratas demostraron que aumenta la excrecion de magnesio y otros
metales divalentes por formar compuestos quelato con el magnesio sanguineo®'.

Los carboxilatos alifaticos y aromaticos son empleados frecuentemente
para preparar complejos con cadenas en 1 dimension, capas en dos dimensiones
y estructuras en 3 dimensiones. Estas Ultimas estructuras (denominadas MOF,
del inglés metal-organic framework materials) son importantes debido a sus
potenciales aplicaciones en catalisis, intercambio de iones y separacion
molecular®.

Los pocos estudios existentes en relacion a la quimica de coordinacion del
acido tricarbalilico estan limitados a la caracterizacion estructural de los complejos

"'3. Abdel-Sattar, E. Hamad, Molecules (2000) 5:665-673.

%% C. Mazzani, O. Borges, O. Luzon, V. Barrientos, P. Quijada, Rev. Fac. Agron. (2000) 17:185-195.
9 3. Abdel-Sattar, H. Elgazwy, Current Org. Chem. (2004) 8:1405-1423.

% J B. Russell, N. Forsberg, British J. Nutr. (1986) 56:153-162.

¥ G.M. Cook, J.E Wells, J.B Russell, Appl. Environ. Microbiol. (1994) 60:2533-2537.

%2 M.S. Wang, G.C. Guo, L.Z. Cai, W.T. Chen, B. Liu, A.Q. Wu, J.S. Huang, Dalton Trans. (2004)
2230-2236.

B Cafiadillas-Delgado, O. Fabelo, J. Pasan, F.S. Delgado, M. Déniz, E. Sepulveda, M.M. Laz, M.
Julve, C. Ruiz-Pérez, Crystal Growth Des. (2008) 8:1313-1318.
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con algun metal de transicion y algunos lantanidos. Por ejemplo existen reportes
de polimeros de coordinacion con Ce(lll) donde el tricarbalilato actua como ligando
puente®. Gupta y Powel sintetizaron complejos con lantanidos de férmula general
Ln(ATC).4H,O obteniendo para el de lantano la siguiente estequiometria:
La(ATC).5H,0%%%; también fue sintetizado el cristal [Ce(ATC)(H20)z, bajo
condiciones de sintesis hidrotermales® . En la literatura se encuentra, ademas, la
descripcidn de la sintesis y la caracterizacion de los complejos de Cr(lll), Ni(ll) y
Eu(lll) con acido tricarbalilico.®

Conjuntamente, el residuo de imidazol (Imz, Figura 11) es uno de los sitios
de union mas versatiles en las proteinas, capaz de someterse a interacciones que
involucren solapamiento con otros restos aromaticos e incluso se puede unir a
iones metalicos® y aminas biogénicas™.

s

N
H

Figura 11. Estructura del imidazol.

Por ese motivo esta base ha sido sistematicamente utilizada como ligando
en la sintesis de sistemas biomiméticos, en especial de aquellos que simulan la
accion de la enzima superoxido dismutasa.

Existen en la literatura varios reportes de complejos de coordinacion de
cobre(ll) sintetizados con derivados de imidazol y sulfatiazol o ligandos
macrociclicos que presentan actividad superdéxido dismutasa simil a pH
fisiolégico?’. Se encuentran ademas, varios complejos bimetdlicos tanto de
cobre(ll), como de cobre(ll) y cinc(ll), como por ejemplo los de formula
[Cu(imz)Zn(mbc)]*, [Cu(imz)Cu(mbc)]* (mbc= 1,4,12,15,18,26,31,39-
octaazapentaciclo[ 13.13.13.1.1.1] tetratetracontano-6,8,10,22,24,33,35,37-

% 1. Vlahou, N. Kourkoumelis, A. Michaelides, S. Skoulika, J.C. Plakatouras, Inorg. Chim. Acta
g2006) 359:3540-3548.

° A.K. Gupta, J.E. Powel, USAEC Report IS 657 (1963).

% AK. Gupta, J.E. Powel, USAEC Report IS 825 (1964).

" J.A. Armstrong, J.C. Barnes, Acta Cryst. (2004) 60:791-793.

% 3. Abdel-Sattar, H. Elgazwy, M.H. Khalil, E. Hamed, Synth. React. Inorg. Metal Org. Nano-Metal
Chem. (2010) 39:734-745.

% |E. Kapinos, B. Song, H. Sigel, Inorg. Chim. Acta (1998) 280:50-56.

“° H. Sigel, A. Saha, N. Saha, P. Carloni, L.E. Kapinos, R. Griesser, J. Inorg. Biochem. (2000)
78:129-137.

“. Casanova, G. Alzuet, S. Ferrer, J. Latorre, J. A. Ramirez, J. Borras, Inorg. Chim. Acta (2000)
304:170-177.
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nonaeno), donde el imidazol actua como ligando puente*’, los preparados por
Patel y colaboradores, [(Bipy)2Cu-Im-Cu(Bipy)2](ClO4)3.CH3OH, [(fen),Cu-Im-
Cu(fen);](BF4)32CH3;0H, [(Bipy)2Cu-Im-Zn(Bipy)2](BF4)3, y [(fen),Cu-Im-
Zn(fen);](BF4)s, (Bipy= 2,2-Bipiridilo, fen= 1-10-fenantrolina e Im= ion
imidazolato)”® asi como [(PMDT)Cu-Im-Cu(PMDT)](CIO4)s, [(PMDT)Cu-Im-
Zn(PMDT)](CIO4)s, [(PMDT)Cu-Im-NiSPMDT)](CIO4)3 (PMDT=
pentametildietilentrimina; Im=ion Imidazolato)** y [(Salala)Cu-Im-Cu(Salala)]Na,
[(Salala)Cu-Im-Zn(Salala)]Na y [(Salala)Cu-Im-Ni(Salala)]Na (Salala=
Salicildenealiniato, Im= ion Imdazolato)*, entre otros*®*"4¢,

Nuestro interés particular en preparar y estudiar complejos de coordinacién
con el acido tricarbalilico y el imidazol como ligandos, estuvo centrado en la
posibilidad de preparar polimeros de coordinacién que pudieran ser: mono, di o
tridimensionales, formando un mallado estructural con la presencia de poros, y
que a su vez pudieran comportarse como sistemas biomiméticos de la enzima
superoxido dismutasa.

5.2.3. Preparacién de los complejos

-CuHATC.3H;0: El complejo fue obtenido mezclando soluciones acuosas de
CuCl2.2H,0O (1mmol, 10 ml) con acido tricarbalilico, HsATC (1mmol, 10 ml) bajo
agitacion constante. El pH fue ajustado en un valor de 4 con pequeias alicuotas
de NaOH 1M. La solucién se agité por 20 minutos obteniéndose un sdlido azul que
se descartd por filtracibn (ya que se detectdé mas de una especie por
espectroscopia EPR). La solucidn resultante se dejo al aire y luego de 2 dias se
obtuvo un precipitado azul verdoso que se filtrd, se lavo varias veces con agua y
etanol y se seco al vacio. Anal. Calc. para CgH1204Cu: C, 24,69; H, 4,11 %. Exp.:
C, 24,31 H, 3,56 %. Rto. 65%.

-CuHATCImz.2H,0: Una solucion etandlica de CuCl,.2H,0 (0,5 mmol, 10 ml) se
agreg6 gradualmente a una solucion etandlica concentrada (20 ml) de imidazol
(Imz) (1Tmmol) y de acido tricarbalilico, H3ATC (0,5 mmol). El pH de la mezcla
resultante se ajustd a un valor de 6 por adicion de una solucion de metoxido de
sodio. Este procedimiento produce la formacion de una suspensiéon la que fue
filtrada obteniéndose un sdlido azul que fue lavado con agua y etanol y secado al

2 J.L. Pierre, P. Chautemps, S.R.C. Beguin, A. El Marzouki, G. Serratrice, E. Saint-Aman, P. Rey,
J. Am. Chem. Soc. (1995)117:1965-1973.

*3 Nripendra Singh, K.K. Shukla, V.L.N. Gundla, U.K. Chauhan, J. Inorg. Biochem. (2005) 99:651-
663.

* R.N. Patel, Subodh Kumar, K.B. Pandeya, J. Inorg. Biochem. (2002) 89:61-68.

* R.N Patel, Spectrochim. Acta Part A (2003) 59:713-721.

“6D.X. Yang, S.A. Li, D.F. Li, M. Chen, J. Huang, W.X. Tang, Polyhedron (2003) 22:925-932.

* R.N. Patel, Nripendra Singh, K.K. Shukla, V.L.N. Gundla, Spectrochim. Acta Part A (2005)
61:1893-1897.

*® R.N. Patel, Nripendra Singh, V.L.N. Gundla, Polyhedron 25 (2006) 25:3312-3318.
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vacio. Anal. Calc. para CgH14OsN,Cu: C, 32,19; H, 3,98; N, 8,19 %. Exp.: C, 31,62
H, 4,09; N, 7,96 %. Rto. 82%.

5.2.3. Resultados

5.2.3.1. Caracterizacion de los complejos sélidos

5.2.3.1.1. Analisis termogravimétrico

En la descomposicién térmica del CuHATC.3H,0 (Figura 12) se observaron dos

etapas: la primera etapa se corresponderia con la pérdida de 3 moléculas de agua
y ocurre en el rango de temperatura 20-100°C (AMexp.=19,32%; AMcac.=18,52%).
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En la segunda etapa se observa una pérdida de peso de 28,01%, que
estaria de acuerdo con el valor calculado (27,27%) y el producto formado, CuO, el
que se identifica mediante espectroscopia FTIR.

Reaccion de descomposicion:

CuHATC.3H,O — CuO + otros productos
En el caso de CuHATCImz.2H,0 (Figura 13) también se exhiben dos etapas de
perdida de peso: la primer pérdida ocurre en un rango de temperatura de 20-

100°C y se corresponderia razonablemente bien con la pérdida de 2 moléculas de
agua (Amexp.=1 1 ,05%, Amca|c.=10,54%).
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La segunda pérdida ocurre en el rango 100-800°C e indicaria la descomposicion
final del complejo donde nuevamente se obtiene CuO como producto final, el cual
fue confirmado por espectroscopia FTIR.

Reaccion de descomposicion:

CuHATCImz.2H,O ———— CuO + otros productos

5.2.3.1.2. Espectroscopia de reflectancia difusa

Los espectros de reflectancia difusa muestran las bandas caracteristicas para
complejos de Cu(ll). Para CuHATC.3H,0 se ven 2 bandas anchas localizadas a
710 y 375 nm, mientras que para CuHATCImz.2H,O se observan 3 bandas
localizadas a >800, 660, y 365 nm. En ambos complejos, la banda ancha
observada a valores bajos de energia (450-830 nm) se corresponde la banda
caracteristica (transitos d-d) para Cu(ll) en tanto que la posicidon concuerda con la
presencia de atomos de oxigeno (en el primer caso) y de oxigeno y nitrégeno (en
el segundo caso) en la esfera de coordinacion de los complejos*®.

5.2.3.1.3. Espectroscopia Infrarroja

Las bandas caracteristicas del ligando libre (H;ATC) aparecen en 1731, 1722 y
1703 cm™' y son asignadas al modo de estiramiento v(C=0) del grupo carboxilo (-

“° AB.P. Lever, Inorganic Electronic Spectroscopy, 2nd ed., Elsevier, The Netherlands, (1984).
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COOH). Para éste acido las bandas son tres, debido a la presencia de tres grupos
carboxilicos en la molécula del mismo. Siendo un comportamiento tipico de las
mismas, éstas desaparecen luego de la desprotonacién y formacién de los grupos
carboxilato ya que cada una de ellas se desdobla en dos bandas correspondientes
a los modos de estiramiento asimétrico (a mayores frecuencias) y simétrico (a
menores frecuencias) respectivamente.

Con fines comparativos se preparé la sal de sodio (NasATC). Cuando se
realizo el espectro FTIR de la sal (Figura 14 (1)) se observo dicho efecto: una
banda ancha y fuerte localizada en 1573 cm™ asignada al modo de estiramiento
(vas(COO")) y la otra banda localizada en 1406 cm™ asignada en este caso al modo
de estiramiento (vs(COO))**. En la regién de 1600-1650 cm™' se observa una
banda amplia, que por su posicion se asigna tentativamente al modo de
deformacion 3(H20) de la molécula de agua®.
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Figura 14. Espectros FTIR de (1) NasATC, (2) CuHATC.3H;O, (3) CuHATCImz.2H;0.

En el caso del complejo CuHATC.3H,0O (Figura 14 (2)) se observan los
siguientes cambios: (i) una banda probablemente relacionada a la frecuencia de
estiramiento v(C=0) permanece sin cambio (aparece en 1710 cm™); (i) a menores
frecuencias desaparecen las dos bandas relacionadas con los modos de
estiramiento del grupo carboxilato —COOH y aparecen un conjunto de nuevas
bandas de muy fuerte intensidad en 1636, 1553, 1424 y 1413 cm'1, las cuales
confirmarian la participacion de dos grupos carboxilato en la esfera de

Y EG. Ferrer, P.A.M. Williams, E.J. Baran, J. Inorg. Biochem. (1993) 50:253-262.
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coordinacion del centro metalico. En consecuencia es posible asumir que el
desdoblamiento del espectro estaria causado por la presencia de grupos
carboxilato que coordinan al centro de Cu(ll) de manera no equivalente®”.

En el complejo ternario CuHATCImz.2H,O (Figura 14 (3)) se observan
cambios similares y las bandas relacionadas a los grupos carboxilato libres
aparecen en 1619, 1571, 1413 y 1394 cm™. La presencia de imidazol en este
complejo se demuestra por la presencia de una banda tipica de éste Iigando
localizada en 936 cm’ Ia cual se desplaza a una mayor frecuencia (953 cm™)
luego de la coordinaciéon®. Ademas, la aparicién de nuevas bandas en 3150, 1071
y 1278 cm™ que fueron asignadas tentativamente a los modos de estiramiento
v(NH), deformacion &(CH) en el plano y &(anillo) respectivamente, refuerzan la
presencia del ligando imidazol en la esfera de coordinacién del metal®.

5.2.3.1.4. Espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (EPR)

Los complejos también fueron caracterizados mediante espectroscopia de EPR.
Para ellos, se midieron los espectros a temperatura ambiente y a 140 K tanto en
banda Q como banda X.

El espectro EPR para el complejo CuHATC.3H,O muestra una mejor
resolucion en banda Q (Figura 15).

> TJ Strathmann, S.C.B. Myneni, Geochim. Cosmochim. Acta (2004) 68:3441-3458.

> P.AM. Williams, E.G. Ferrer, M.J. Correa, E.J. Baran, E.E. Castellano, O.E. Piro, J. Chem.
Crystallogr (2004) 34:285-290.

® E.J. Baran, B.S. Parajon-Costa, E.G. Ferrer, L. Lezama, T. Rojo, J. Inorg. Biochem. (1996)
63:19-27.
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Figura 15. (A) Espectros EPR de CuHATC.3H20 (300 K)
(B) Simulacién del espectro A con el programa
WINEPR SimFonia.

A través de la simulacion del espectro mediante el cual se obtienen los
valores para los parametros del Hamiltoniano de Spin, se puede predecir que el
complejo exhibe una sefal correspondiente a un mondémero y presenta simetria
axial.

gu=2,416 ; gL=2,091

Estos valores son tipicos a los encontrados para complejos de Cu(ll) con
geometria de piramide de base cuadrada y con estado fundamental dxz-yz. Como
se menciond con anterioridad (ver seccion 4.8.4.), en una simetria axial la relacion
de valores de g (G) proporciona informacion sobre la magnitud del intercambio
entre los centros de cobre y el sdlido policristalino. En nuestro caso se observa
una valor de G = 4,57 sugiriendo que no hay interaccién entre los centros de
cobre.

También para el complejo CuHATCImz.2H,O (Figura 16) el espectro de
EPR se resuelve mejor en banda Q.
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Figura 16. (A) Espectros EPR de CuTCAHImz.2H,0 a 300 K.
(B) Simulacion del espectro A con el programa WINEPR SimFonia.

El espectro simulado muestra simetria rdmbica con los siguientes valores de g:
g1=2,069; go=2,122y g3= 2,272

En este caso nuestros datos coinciden con lo esperado para complejos que
posean Cu(ll) y presenten simetria rombica elongada para los cuales se ha
observado, experimentalmente, que el menor valor de g debe ser >2,04>,

Asimismo, con la finalidad de una verificacion alternativa de la geometria,
se calculd el parametro R teniendo en cuenta la relacion gs > g2 > g+°° En nuestro
caso, el valor de R = 0,33 indica que el electron desapareado esta localizado
principalmente en el orbital dxz.y2 del ion Cu(ll) y se relaciona con una
estereoquimica de piramide de base cuadrada®’.

5.2.3.2. Estudios de los sistemas en solucion

5.2.3.2.1. Constantes de estabilidad y medidas de resonancia paramagnética
electrénica

Como venimos realizando con nuestros sistemas en estudio, siempre que es
posible (en general limitados por la solubilidad en agua de los ligandos utilizados)
estudiamos la formacién de las diferentes especies complejas en solucién con el
objetivo de ser posible la identificacion a posteriori de las especies bioactivas.

En este caso, el modelo propuesto para realizar los diagramas de
especiacion para el sistema Cu®*/ATC®/Imz/H*, asi como las correspondientes

>*B.J. Hathaway, D.E. Billing, Coord. Chem. Rev. (1970) 5:143-207
% S. Chandra, L.K. Gupta, Spectrochim. Acta Part A (2005) 61:269-275.
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constantes de formacion calculadas se muestran en la Tabla 4. Bajo las mismas
condiciones experimentales fueron investigados todos los subsistemas
conteniendo los ligandos libres y la combinacion de cada uno de ellos con Cu(ll).

Aunque se han estudiado extensivamente los equilibrios acuosos de los
ligandos, las constantes de desprotonacion fueron recalculadas a partir de un
conjunto de titulaciones utilizando el programa de calculo Best®. Los datos
calculados para H3ATC (pK1 = 3,4, pKz = 4,43, pKs = 5,61) e imidazol (pK = 7,24)
estan de acuerdo con los datos reportados en la literaura®®*(Tabla 1).

Para determinar las constantes de formacion de ambos sistemas se
colectaron datos a partir de varios conjuntos de titulaciones y se analizaron con los
programas de calculos Best y Superquad?®.

Las determinaciones experimentales fueron realizadas en condiciones

acidas hasta pH 6 ya que por encima de ese valor de pH se produce la
precipitacion de estos compuestos, lo cual ocurre aun utilizando concentraciones
bajas de Cu®* (2,5 mM). Los resultados para ambos sistemas, Cu?/Imz/H* y
Cu?'/ATC*/H" coinciden con los encontrados en la literatura®.
En un primer intento, la evaluacion de los datos de la titulacién obtenidos para el
sistema Cu*/ATC*/H* fueron analizados asumiendo solo complejos
mononucleares en solucién: [CuLHz]", [CuLH], [CuL] y [CuL(OH)]* (L denota al
ligando completamente desprotonado). El ajuste mejora si se incluye en el modelo
a la especie dinuclear Cu,L".

% AE. Martell, R.J. Motekaitis, Determination and Use of Stability Constants, 2 ed., VCH
Publishers Inc., New York (1992).

S E. Campi, G. Ostacoli, M. Meironi, G. Saini, J. Inorg. Nucl. Chem. (1964) 26:553-564.

%8 A. Martell, R.M. Esmith, Critical Stability Constants, Plenum Press, New York (1974).
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Especies pqrs Férmula® log B

0011 AH® 7,24
0101 LH 5,61
0102 LH, 10,04
0103 LH; 13,44
1010 [CuAT** (V) 4,43
1020 [CuAl**(IX) 7,77
1030 [CuA;]* 10,95
1040 [CuA* 12,60
1102 [CuLH,]" (1) 11,55
1101 [CuLH] (1) 7,82
1100 [CuL] (1) 3,27
2100 [Cu.L]™ (IV) 5,60
110-1 [CULOHJ* (V) -3,70
1120 [CuLA;]" (V1) 10,95
1110 [CuLA] " (VI 6,68

Tabla 4. Composicion, notacion y constantes de formacion () para Cu”/ ATC¥(L) y para el sistema
Cu®'/ ATC¥*(L) / Imz (A) / H* (0,150 M NaCl, 25 °C).
@ Entre paréntesis, identificacion de las especies en el diagrama de distribucion

Una vez que se logra un ajuste 6ptimo, se procede a calcular el diagrama
de distribucion de especies en funcién del pH (en el rango de pH 2 a 6) con el
programa SPECIES, el cual se presenta en la Figura 17 para el sistema Cu®**-ATC
y en la Figura 18 para el sistema Cu®*-ATC-Imz. Las especies que presentan los
dos ligandos [CuLA] y [CuLA;] se forman, probablemente, por el agregado de una
o dos moléculas de imidazol respectivamente, al complejo mayoritario preexistente
en solucion [Cul].
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Figura 17. Distribucion de especies para el sistema Cu?’ATC*/H" en funcién del pH. Concentracion

total de Cu**:10 mM, HsATC: 20 mM, 25 °C, /=0,150 M NaCl. [CuLH]" (1), [CuLH] (ll), [CuL]" (1ll), Cu.L* (IV)
y [CUL(OH)]* (V).
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Figura 18. Distribucion de especies para el sistema Cu?’ATC*/Imz/H" en funcion del pH. Concentracion
total de Cu?": 5 mM, HsATC: 10 mM, Imz: 5 mM, 25 °C, /=0,150 M NaCl. [CuLH,]" 5')’ [CuLH] (1), [CuL]
(1), CuaL* (IV), [CUL(OH)]* (V), [CULAZ]" (V1), [CuLA] (VII), [CuA)* (VIII), [CuA2J** (IX). En el grafico
interno se observa, ampliada, la region comprendida entre pH 5,7 y 6.

Con la finalidad de identificar con mayor precision las especies propuestas
mediante los calculos realizados, asi como las correspondientes geometrias, en
particular, el conjunto de ligandos donores ecuatoriales y también la carga general,
(en las mismas condiciones de las titulaciones potenciométricas) se realizaron los
espectros de EPR de las soluciones acuosas a 140 K.

En la Figura 19 se muestra la variacion del espectro de EPR en funcion del
pH y en la Tabla 5, los parametros asociados a los datos obtenidos de los
espectros de EPR para el estudio en solucién del sistema Cu?*/ATC*/H*. Como
puede observarse, existe, en los datos experimentales, una tendencia al aumento
en el valor de A y una disminucion en los valores de g y gxyen comparacion con
los valores obtenidos para [Cu(H20)s]** *° a medida que el pH aumenta . Estas
modificaciones estarian de acuerdo con la presencia de un campo de ligandos con
atomos fuertemente donores cargados negativamente que reemplazan a los
atomos de oxigeno pertenecientes a moléculas de agua. Este efecto también se
relaciona con un aumento en la energia de la transicion dxy2 - dxz_y2 que produce
una disminucion en el valor de g y consecuentemente en el valor de giso.

% J.L. Miranda, J. Felcman, Polyhedron (2003) 22:225-233.
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Figura 19. Espectros de EPR en banda X (regién A) de soluciones de Cu(ll)/ATC (140 K) en proporcién
R=2, (A) [Cu(H20)e]*" libre, (B) pH=3, (C) pH=3, diferencia de espectros, (D) pH=4,6 diferencia de
espectros y (E) pH=6. Concentracion total Cu®*:10 mM, H;ATC:20 mM.

g(x) |galy) |9(2) o giso A(x) | Aly) |AZ) o] Ao f=gulA
du Ay(cm™) (cm™)
Cu(ll) 2,085 | 2,085 | 2,418 | 2,196 | 7 7 135 49,66 179
[CuLH.]" (1) 2,076 | 2,076 | 2,380 | 2,177 | 16 16 138 56,66 172
[CuLH] () 2,074 | 2,074 | 2,335 | 2,161 | 10 10 142 54,00 164
[CuL]™ (IIl) 2,085 | 2,085 | 2,360 | 2,176 | 30 30 150 70,00 157

Tabla 5: Parametros de EPR para el sistema Cu®/H;ATC(HsL).
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Como se sabe, la coordinacién axial de un grupo de ligandos ejerce efectos
menores sobre giSOGO por lo que, en general, los cambios observados se asocian al
efecto de los ligandos coordinados ecuatorialmente al centro metalico. En la
Figura 19 (curva A) se muestra la sefial tipica de EPR para el ion [Cu(H20)]*". A
medida que el pH aumenta (pH=3, curva B), se observan dos sefales tipicas con
un patron de 4 bandas correspondientes a un tensor g axial con desdoblamiento
hiperfino debido al espin nuclear del Cu(ll) (/=3/2). La primer sefal se corresponde
con la existencia de la especie [Cu(H20)s]** libre®! (Tabla 2) y la otra sefial estaria
indicando la formacién de una nueva especie paramagnética. De acuerdo al
diagrama de distribucion, esta nueva sefal se corresponderia con la presencia de
la especie postulada como [CuLH,]" (), ya que la complejacién comienza a bajos
valores de pH en las condiciones experimentales.

Teniendo en cuenta los parametros de EPR y la aproximacién de
Blumberg—Peisach®, f = g, /A (cm™) (siendo f el factor de distorsion tetragonal),
las especies podrian ser interpretadas asumiendo ligandos ecuatoriales
interaccionando a través de los grupos carboxilicos pertenecientes al ligando (—
COOQO"), con 4 atomos de oxigeno en el plano y una carga total de +1, lo cual
estaria de acuerdo con las estequiometrias propuestas por los estudios
potenciométricos.

A medida que aumenta el valor del pH, se inducen importantes variaciones
en el espectro de EPR del ion cobre (curva A); aparecen dos nuevas lineas de
resonancia pero aun hay sefal de Cu(ll) libre (curva B). Con el objetivo de
identificar de manera mas rigurosa las especies, se llevé a cabo la diferencia de
espectros (curva C). El espectro, por lo tanto, permite identificar nuevamente la
especie [CuLH,](l) que se encuentra en cantidades significativas y una nueva
especie postulada como [CuLH] (ll) basada en la relacién gy/A,. En esta ultima
especie dos grupos acido carboxilico del ligando se desprotonarian pudiendo
actuar tanto como monodentado ¢ como bidentado por coordinacion con el metal.

Un posterior aumento de pH produce sefales mas anchas y menos
intensas (curva D). Probablemente, la presencia de una especie dinuclear (Cu,L")
(IV) que comienza a ser predominante conduce a la desaparicion de la sefal
debido a la interaccién de los centros paramagnéticos de Cu(l1)®°. Las transiciones
prohibidas AMs = +2 se esperan que aparezcan en la mitad del campo, sin
embargo, debido a que se utilizaron bajas concentraciones estas no fueron
observadas. De acuerdo con los complejos dinucleares con carboxilatos
reportados®, el modo de unidn de esas especies posiblemente involucre, puentes
carboxilatos. A altos valores de pH (curva E) se detecta como especie mayoritaria
la propuesta como [CuL] (lll) en el modelo de especiaciéon y como especie

% N.V. Nagy, T. Szabo-Planka, G. Tircso, R. Kiraly, Z. Arkosi, A. Rockenbauer, E. Briicher, J. Inorg.
Biochem. (2004) 98:1655-1666.

®1 C. Menidiatis, C. Methenitis, N. Nikolis, G. Pneumatikakis, J. Inorg. Biochem. (2004) 98:1795-
1805.

62 ). Peisach, W.E. Blumberg, Arch. Biochem. Biophys. (1974) 165:691-708.

& p. Hollender, T.S. Jakusch, A. Buhsina, E. Aboukais, T. Abi Aad, T. Kiss, J. Inorg. Biochem.
(2001) 85:245-251.
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minoritaria, la presencia del hidroxo complejo [CULOH]* (V). Sin embargo, debido
a la superposicion con el complejo cuprico que predomina en condiciones
experimentales, no se detecta por EPR. En general, la tendencia de la relacién
gi/Ay esta de acuerdo con lo que se espera para el aumento de la carga negativa
en un campo cuibico de ligandos™,

El comportamiento del sistema Cu®*/ATC®/Imz/H" se observa en la Figura
20. A bajos valores de pH la secuencia de formacién de las especies es similar al
observado en el sistema anterior. Las pequefias diferencias pueden ser atribuidas
a distintas concentraciones relativas de las especies presentes en solucion.

2700 2850 3000 3200 3300 3400
H (Gauss) H (Gauss)

Figura 20. Espectros de EPR en banda X del sistema Cu*/ATC/Imidazol (140 K) (1) Region A,
amplificada, (2) region a campo magnético alto, (i) pH=5,3; (ii) especie CuL (lll), diferencia de
espectros; (iii) pH=5,5, diferencia de espectros; (iv) pH=6, diferencia de espectros. Concentracion total
de Cu* = 5mM, H;ATC = 10 mM, Imz =5 mM.

En la Figura 20 (1) se observa la aparicion de dos nuevas sefales a
pH=5,3: una de ellas se relaciona a la especie propuesta como CuL" (lll) denotada
como (1)(i)(A) y y se muestra una nueva especie quimica en solucion identificada
como (B) en la curva (i). Esa nueva sefial se observa aislada en la curva (iii) y en
su origen probablemente estén involucrados los equilibrios de especies que
contienen atomos de nitrdgeno en la esfera de coordinacion. Esas especies estan
presentes a valores de pH altos tanto en los diagramas de especies como en el
espectro registrado a pH 6 (curva (iv)) que muestran la existencia de una
estructura superhiperfina de nitrégeno, la cual no se resuelve correctamente a
valores de campo alto. En condiciones experimentales no se detectan las sefales
individuales relacionadas con las especies quimicas predichas por el modelo de
especiacion a pH = 5,3. Las sefales observadas en el espectro pueden ser
atribuidas a una superposicion de sehales individuales de especies con
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parametros muy similares y con modos de coordinacion comparables. Se asume
coordinacion por atomos de nitrégeno ya que el mejor ajuste del espectro (g =
2,320; A; = 165 x 10* cm™) se obtuvo considerando la interaccion del atomo
central con atomos de nitrégeno®.

Resulta interesante remarcar que la relacion metal/ligando en el compuesto
sélido coincide con la especie de menor proporcion presente (1110) en solucion
acuosa.

5.3. Actividad enzimatica
5.3.1. Aspectos generales

Como ya se ha mencionado en el capitulo Il correspondiente a los flavonoides, el
estrés oxidativo esta implicado en diversos procesos patolégicos como
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, procesos inflamatorios,
desérdenes neurodegenerativos y cardiovasculares, cancer, entre otros®>®. El
radical superodxido es el principal ROS involucrado en dichos procesos, siendo un
importante regulador de la muerte celular. A pesar que la enzima superoxido
dismutasa cataliza la dismutacion de dicho radical, su utilizacion como suplemento
dietario en pacientes que presentan desoérdenes inflamatorios y oxidativos se
encuentra limitada. Esto se debe no solo al alto costo del tratamiento, sino también
al alto peso molecular de la enzima, su baja estabilidad, su falta de
biodisponibilidad por via oral y también debido a su incapacidad para acceder al
espacio intracelular®”. Por otro lado, los principales resultados clinicos en humanos
se obtuvieron con el medicamento llamado Orgotein® (Cu,Zn-SOD de origen
bovino), pero el principal problema se deriva en el hecho que esta enzima no es
de origen humano sino bovino, lo cual conlleva a una variedad de problemas
inmunoldgicos®®.

Por todo lo expuesto, el objetivo de muchos investigadores es la busqueda
de compuestos que mimeticen la accion de la enzima superoxido dismutasa pero
que sean de bajo peso molecular, estables, no toxicos, que atraviesen las
membranas para llegar facilmente al sitio donde se encuentran los radicales y que
se puedan administrar por via oral. También se busca que el costo del tratamiento
no sea alto. En este contexto realizamos parte de nuestros estudios.

5.3.2. Resultados

& J.E. Gairin, H. Mazarguil, P. Sharrock, R. Haran, Inorg. Chem. (1982) 21:1846-1854.

65 J.S. Pap, B. Kripli, T. Varadi, Michel Giorgi, J. Kaizer, G. Speier, J. Inorg. Biochem. (2011)
105:911-918-

% A.C. Gonzalez-Baro, R. Pis-Diez, C.A. Franca, M.H. Torre, B.S. Parajon-Costa, Polyhedron
g2010) 29:959-968.

" M.A. Agotegaray, M. Dennehy, M.A. Boeris, M.A. Grela, R. A. Burrow ,0. V. Quinzani,
Polyhedron (2012) 34:74-83.

€ p. Salvemini, C. Muscoli, D.P. Riley, S. Cuzzocrea, Pulm. Pharmacol. Therapeut. (2002) 15:439-
447.
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Dada la estructura de la enzima superéxido dismutasa (ver capitulo 4.4.), como ya
fuera comentado, es conocido el hecho que la presencia de complejos de Cu(ll)
con sitios de coordinacién que contengan anillos heteroaromaticos tales como
imidazol, piridina y pirazol son importantes para una alta actividad SOD® . En los
complejos descriptos en este capitulo hemos seleccionado los ligandos 4-
cianopiridina y 4-aminopiridina, sacarina (que también contiene nitrégeno) e
imidazol para generar un sitio activo similar al de cobre en la enzima nativa.

Ademas, en la determinacion de la capacidad de imitar la accion
enzimatica, las concentraciones de complejo utilizadas (1000 uM-0,1 uM) incluyen
la concentracion de Cu,Zn-SOD en los eritrocitos (células rojas sanguineas) (20
MM)70_

Para medir la actividad SOD mimética de los complejos de cobre se utilizd
el método no enzimatico (ver seccion 3.2.3.) y en el caso de los complejos de
Cu(ll) con ATC también se utilizd6 un método enzimatico.

Este ultimo método consiste en generar el radical superéxido a través del
sistema xantina/xantina oxidasa (Esquema 1)"""2. Al igual que en el método no
enzimatico, esos radicales son capaces de reducir el nitroazul de tetrazolio (NBT)
a azul de formazan, observando un incremento en el espectro de absorcion en la
zona de 560 nm.

oM 0
HN N
| \ Xantina Oxidasa
l\ // + O > l\ —0O +0,"
0] N N
H
Xantina Acido trico

Esquema 1. Mecanismo de generacion de radicales superéxido por el sistema xantina-xantina oxidasa.

En las Figuras 21 y 22 se muestra el porcentaje de inhibicion de la
reduccion de NBT en funcién de -logaritmo de la concentracién de los compuestos
testeados. A partir de dichos graficos obtuvimos los valores de Cl .

Como puede observarse en la Figura 21, ambos compuestos exhiben una
fuerte actividad secuestrante frente al anién radical superdxido. EI complejo 2

 E. Bienvenue, S. Choua, M.A. Lobo-Recio, C. Marzin, P. Pacheco, P. Seta, G. Tarrago, J. Inorg.
Blochem (1995) 57:157-168.

A Romeo, J.A. Capobianco, A.M. English, JACS (2003) 25:14370-14378.

I Iwamoto, I. Mifuchi, Chem. Pharm. Bull (1982) 30:237-241.

72 C. Beauchamp, I. Fridovich, Anal. Biochem. (1971) 44:276-287.
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presenta un Clsp de 2,88 uM mientras que el complejo 1 posee una Clso de 3,98
MM.

Como ya se mencionara, en las mismas condiciones experimentales, la
enzima SOD extraida de eritrocitos bovinos ejerce una inhibicion de 50% a 0,21
uM (al menos 10 veces mejor que los complejos), pero aun asi estos complejos
pueden ser considerados como imitadores SOD activos, dado que como limite
superior se considera una concentraciéon de 20 uM73. Como durante el proceso
catalitico de dismutacion del anidén superoxido no solo cambia el estado de
oxidacién del cobre(ll) sino que también se modifica la geometria alrededor del
metal, la geometria con mayor distorsidn que posee el complejo 2 (piramide
cuadrada) frente al complejo 1 (octaédrica) podria favorecer el cambio estructural
que es esencial para producir la catalisis. Asi mismo, el complejo 2 ofrece un sexto
sitio de coordinacion desocupado para poder interactuar con el anién superdxido’.

100

80 o

60 o

40 A

[Cu(sac),(4-cianopy),H,0]
20 1

[Cu(sac),(4-aminopy),H, 0]

% inhibicién en la reduccion de NBT

T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

-log[concentracion]

Figura 21. Efecto de [Cu(sac)z(4-cianopy)2H20] (1) y [Cu(sac)2(4-aminopy)2H20] (2) en la reduccion
del NBT por el método no enzimatico.

Los siguientes datos fueron obtenidos por generacion del radical anion
superéxido a través del sistema xantina/xantina oxidasa en el cual,
concentraciones de Cu(ll) mayores a 1000 pM interfieren en las medidas
experimentales.

De acuerdo a publicaciones de referencia, se requiere una concentraciéon de
0,085 pM de enzima SOD nativa para inhibir el 50 % de la reacciéon’. Segin
nuestras determinaciones, el valor obtenido de Clsy para CuATC.3H,0 es de 468

® N.A. Roberts, P.A. Robinson, Brit. J. Rheumatol. (1985) 24:128-136.

" R.N. Patel, N. Singh, K.K. Shukla, U.K. Chauhan, J. Niclos-Gutiérrez, A. Castifieira, Inorg. Chim.
Acta (2004) 357:2469-2476.

> 3SB. Etcheverry, E.G. Ferrer, L. Naso, J. Rivadeneira, V. Salinas, P.A.M. Williams, J. Biol. Inorg.
Chem. (2008) 13:435-447.
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MM y para CuHATCImz.2H20 es de 339 uM, y esto indicaria para ambos, una
baja actividad SOD-simil (Figura 22 A). Teniendo en cuenta que se genera una
pequefia cantidad de anion radical’® a través de este método, se realizd ademas el
ensayo no enzimatico.

Para este ultimo método, el valor medido de Clso para CuUHATC.3H20 es 5,1
MM y para CuHATCImz.2 H,O es de 7,2 yM (Figura 22 B). En ambos casos los
valores obtenidos son comparables al de las sales simples de Cu(ll) (2,1 uM).
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Figura 2z. Porcentaje de innipicion ae i1a reduccion de NBT en funcidn de -logaritmo de la
concentracion de complejo. (A) Ensayo enzimatico (pH=10,4) , (B) Ensayo no enzimatico (pH=7,5)

Debido a que los compuestos precipitan a un pH por encima de 6 y a
concentracion milimolar (mM), las titulaciones potenciométricas solo fueron
realizadas hasta ese valor de pH. Sin embargo, teniendo en cuenta que para los
ensayos enzimaticos se utilizan concentraciones micromolares, la distribucion de
especies puede ser extrapolada a mayores valores de pH. A concentraciones mas
bajas, el grado de complejacién es menor para ambos sistemas estudiados. Por lo
tanto, el analisis de especiacion predice una complejacion parcial y la coexistencia
de varias especies en solucion en las condiciones experimentales del ensayo no
enzimatico a pH fisiolégico. De hecho, la actividad SOD simil puede ser atribuida a
las distintas especies, incluso al Cu(ll) libre.

5.4. Conclusiones

. Schepetkin, A. Potapov, A. Khlebnikov, E. Korotkova, A. Lukina, G.Malovichko, L. Kirpotina,
M.T. Quinn, J. Biol. Inorg. Chem. (2006) 11:499-513.
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-Se prepararon 4 complejos de Cu(ll) en intento de simular el entorno del sitio
activo de la enzima superoéxido dismutasa: [Cu(sac)z(4-cianopy)2H20], [Cu(sac).(4-
aminopy)2H20], CUHATC.3H,0 y CuHATCImz.2H,0.

-Solo para el complejo [Cu(sac)z(4-cianopy).H20] pudieron obtenerse cristales que
permitieron determinar su estructura cristaloquimicamente.

-Como no se obtuvieron cristales de los otros tres complejos, se emplearon
técnicas espectroscopicas, de estabilidad térmica y andlisis elemental para
determinar la posible coordinacién de los ligandos al centro metalico en los
complejos sélidos.

Para [Cu(sac)z(4-aminopy),H20], desde el punto de vista de lo analizado
por su espectro FTIR, pudo verse que al no modificarse las frecuencias de
estiramiento del grupo v(N-H) y SO; (vas, vs) se descartd la interaccion de esos
grupos del sacarinato a través de los mismos. Por otro lado los cambios
presentados en el modo de estiramiento del grupo CO y en el anillo de 4-aminopy
indican interaccion de esos restos con el centro metalico lo que infiere contara con
un entorno de oxigenos y nitrdgenos en su esfera proxima de coordinacién.
También el espectro de reflectancia difusa, con el corrimiento de la banda hacia
menores energias sostiene la presencia de un croméforo del tipo CuN,Os.

En cuanto a las especies bioactivas de ambos complejos, de Ia
comparacion de sus espectros electronicos en solucion metandlica con los
correspondientes de reflectancia difusa surge que, solamente para el complejo con
4-aminopy, se mantiene la esfera de coordinacién del Cu(ll) mientras que para el
otro complejo el corrimiento de la banda tipica de Cu(ll) estaria indicando el
ingreso del solvente a la coordinacion del mismo.

En el caso de los complejos preparados con acido tricarbalilico, para
CuHATC.3H0, pudo en principio estimarse por termogravimetria la presencia de
las tres moléculas de agua propuestas. A su vez, la posicion de la banda tipica de
Cu(ll) en el espectro electronico en la region de alta energia se corresponde con la
presencia de atomos de oxigeno en el entorno de coordinacion. Esta suposicion
se refuerza con los cambios observados en el espectro FTIR que indicarian la
participacion de los grupos carboxilato de forma no equivalente en la coordinacién
con el centro metalico. Finalmente el EPR indica presencia de Cu(ll) con una
geometria de piramide de base cuadrada, con lo que se sugiere para el complejo
una coordinacion representada por oxigenos provenientes de dos grupos
carboxilatos y de moléculas de agua.

Del mismo modo para CuHATCImz.2H,O pudo establecerse la presencia
de dos moléculas de agua, y se vieron cambios similares en su espectro FTIR
indicando coordinacion via grupos carboxilato a la vez que la presencia de
imidazol en la esfera de coordinacion pudo ser comprobada por el desplazamiento
a mayor frecuencia de la banda tipica de este ligando. Asimismo, el espectro de
EPR revela una mayor distorsion en la geometria de piramide de base cuadrada
alrededor del centro de Cu(ll). De esta forma se propone un entorno que contiene
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dos oxigenos provenientes de dos grupos carboxilato, un nitrégeno del resto
imidazol y otros dos oxigenos provenientes de las moléculas de agua.

-En el caso de los complejos de Cu(ll) con acido tricarbalilico se realizaron,
ademas, estudios en solucion. A través de la titulacion potenciométrica y medidas
de EPR pudimos describir cuales son las especies presentes en solucién acuosa.

-En cuanto a la actividad enzimatica de estos complejos que poseen nitrogeno y
oxigeno en su esfera de coordinacion pudimos determinar que los 2 complejos de
Cu(ll) con sacarina son buenos agentes SOD miméticos ya que su Clsp es < 20
MM. Por otro lado, en el caso de los complejos de Cu(ll) con ATC la actividad SOD
simil no puede atribuirse a una sola especie en solucién, ya que los diagramas de
especiacion indican la coexistencia de varias especies, incluso la presencia de
Cu(ll) libre en las condiciones del ensayo.
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Capitulo VI
Anexo
6.1. Zn: Generalidades

El Zn es un elemento que se encuentra en la naturaleza pero en forma moderada.
Es el segundo metal traza esencial para humanos, animales, plantas y
microorganismos, luego del hierro pero se diferencia de este ultimo en que
presenta solo un estado de oxidacion'. El cuerpo humano tiene entre 2 y 3 g de
este metal por 70 kg de peso. Se requieren entre 10 y 20 mg diarios de cinc en la
dieta aunque las mujeres embarazadas y aquéllas en periodo de lactancia
requieren una ingesta algo mayor. Se encuentra ampliamente distribuido en
distintos tipos de alimentos, sobre todo en los derivados del reino animal, el pan
integral, las legumbres secas y, en particular, en los mariscos®.

Las distintas funciones que cumple el cinc (catalitica, estructural y de
regulacion) definen el papel bioldgico que desempeia el mismo.

Se conoce que, aproximadamente 300 enzimas requieren del cinc (acido de
Lewis fuerte) para su actividad metabdlica (funcién catalitica).

Ademas, este elemento desempefa funciones estructurales en las
metaloproteinas, por ejemplo, en la enzima CU,Zn-SOD (como fuera referido en el
capitulo V)

Por otro lado, el Zn se une a un complejo tetraédrico con cuatro cisteinas
tomando una disposicion estructural que se ha dado en llamar “dedos de zinc” de
suma importancia pues se han localizado en muchos receptores de membrana y en
factores de transcripcion. El alto interés por las proteinas con dedos de zinc radica
en su capacidad para constituir objetivos potenciales para terapéuticos
farmacoldgicos y ademas por estar involucrado en la funcion de la membrana
celular. Es importante en la sintesis de proteinas, acidos nucleicos y en la division
celular.

Las nucleoproteinas lo contienen en una gran cantidad, las cuales,
probablemente, estan involucradas en la expresion genética de varias proteinas
(funcién reguladora)®*®,

Por otro lado se sabe que el Zn posee un importante papel en el sistema
inmune®’. Al cumplir un papel tan importante en el metabolismo, su déficit provoca
multiples complicaciones. En las ultimas décadas ha ido aumentando el uso de cinc
como uno de los posibles medicamentos para combatir los desordenes de
crecimiento debido a la malnutricion. La deficiencia de cinc puede ocasionar

H C. Freake, Encyclopedia of Human Nutrition, 2™ ed. (2005) 447-454.

2 J. Casas Fernandez, V. Moreno, A. Sanchez, J.L. Sanchez y J. Sordo, "Quimica Bioinorganica”,
Madrld Espafia. Ed. Sintesis (2002)

AS Prasad. J. Am. Coll. Nutr. (1996) 15:113-120.

AS Prasad, Nutr. (1995) 11:93-99.

® R.J. Cousins, E.E. Ziegler, L.J. Filer, Conocimientos actuales sobre nutricion. Séptima Edicion.
Washlngton International Life Sciences Institute, (1999) 312-327.

AS Prasad, Clin. Endocrinol. Metab. (1985) 14:567-589.

" A.S. Prasad, J. Am. Coll. Nutr. (1985) 4:65-72.
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también mala cicatrizacién de las heridas, enanismo, malformaciones fetales y
desdrdenes en el sistema inmunolégico. Algunas personas padecen anorexia y
dificultades fisiologicas por esta deficiencia; los sintomas pueden aliviarse por
consumo de cinc®. Como todo elemento esencial su exceso se ha asociado con
bajos niveles de cobre, alteraciones en la funcion del hierro y disminucion de la
funcion inmunoldgica y de los niveles del colesterol bueno.

Como parte del estudio de las interacciones de los biometales con moléculas
‘modelo” que generen sitios similares a los sitios enzimaticos, se comenzd con el
estudio de la interaccion del Zn con ligandos que contengan oxigeno en su esfera
de coordinacion. Para ello se eligio el compuesto acido tricarbalilico, generando
cristales que fueron estudiados en detalle por su arreglo como polimeros de
coordinacion (Metal organic framework, MOF).

Como fuera reportado en capitulo del cobre, los carboxilatos aromaticos y
alifaticos, frecuentemente, son empleados para preparar complejos con cadenas en
1 dimensién, capas en dos dimensiones o estructuras en 3 dimensiones. Ciertos
compuestos como el benceno dicarboxilato, benceno tricarboxilato,
ciclohexanotricarboxilato, metanotetrabenzoato y adamantanotetracarboxilato han
sido ampliamente investigados para el disefio y la sintesis de compuestos con
estructuras abiertas. Por otro lado, también se han sintetizado policarboxilatos de
cadena abierta como &cido maleico, &cido succinico, acido fumarico y
especialmente aquellos con mas de dos grupos carboxilato como el acido
tricarbalilico®. Existe en la literatura una gran variedad de complejos
multicarboxilatos de Zn tanto monoméricos como poliméricos con diferentes
composiciones, topologias, formas, funcionalidad y
simetrig!®111213.1415.16.17.1819.2021 © Ademas, se han reportado pocos estudios
enfocados en las estructuras de ligandos carboxilato flexibles. Se sintetizaron dos
complejos monoméricos de Zn con betaina (bet= MesN'CH,COy),
[Zn(bet)2(H20)CI|(CIO4) y [Zn(bet)3(H20)](ClO4),, donde los grupos carboxilato se

8 C.C. Pfeiffer, “Neurobiology of the trace metals zinc and copper’. Academic Press, New York
1972).

g I. Vlahou, N. Kourkoumelis, A. Michaelides, S. Skoulika, J.C. Plakatouras, Inorg. Chim. Acta
S2006) 359:3540-3548.

% S.V. Ganesan, P. Lightfoot, S. Natarajan, Solid State Sci. (2004) 6:757-762.

" K.O. Kongshaug, H. Fjellva, J. Solid State Chem. (2004) 177:1852-1857.

'2 K. Hanson, N. Calin, D. Bugaris, M. Scancella, S.C. Sevov, J. Am. Chem. Soc. (2004) 126:10502-
10503.

'3 R. Murugavel, D. Krishnamurthy, M. Sathiyendiran, J. Chem. Soc., Dalton Trans. (2002) 34-39.
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(b) H. Grewe, M.R. Udupa, B. Krebs, Inorg. Chim. Acta 63 (1982) 119-124.

'S F. Wiesbrock, H. Schmidbaur, J. Chem. Soc. Dalton Trans. (2002) 186:3201-3205.

16 J. Kim, B. Chen, T.M. Reineke, H. Li, M. Eddaoudi, D.B. Moler, M. O’Keeffe, O.M. Yaghi, J. Am.
Chem. Soc. (2001) 123:8239-8247.
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unen de manera monodentada al metal y los complejos adquieren una geometria
tetraédrica distorsionada®?. También se utilizé al acido hexanoico, acido carboxilico
flexible con una cadena alquilica, para obtener un polimero anhidro de carboxilato
de Zn(ll)-en el que el metal se une tetraédricamente a 4 restos carboxilato de 4
acidos hexanoicos®. La misma estructura fue obtenida por el sistema Zn(ll)-
propionato?*,

Por otro lado, se describieron otros complejos poliméricos de Zn(ll) de
coordinacion tetraédrica con propionato, con los metales centrales vinculados entre
si por los ligandos® y se han obtenido compuestos con la misma coordinacion
alrededor de dos centros metalicos con grupos carboxilato como puente® o con
coordinacion bidentada a través de grupos carboxilato terminales®’. Se reportaron
pocos ejemplos de complejos de cadenas abiertas alifaticas saturadas con dichos
ligandos, los que se comportan como ligandos espaciadores flexibles y ofrecen una
gran variedad de motivos: entornos octaédricos simples?®, polimeros en dos
dimensiones®®, polimeros complejos como Ba[Zn(C3sH204)2(H20)4]» con entorno
octaédrico distorsionado® y complejos poliméricos en tres dimensiones como
{Na,[Zn(C3H20.)2].2H20},>!. También se han reportado complejos con succinato®,
fluorsuccinato® y glutarato® que involucran puentes carboxilato. El acido trans-
propeno-tricarbalilico ha sido utilizado para construir complejos con Zn(ll) con
cadenas en forma de cintas en 1 dimensién, red romboidal en 2 dimensiones,
capas en forma de espiga y estructuras abiertas en 3 dimensiones no
interpenetradas®.Existen en general pocos ejemplos de sistemas con acidos
carboxilicos flexibles, en particular con este ligando existen sistemas reportados
para Ce(lll), UO,", La(lll), Gd(lIl), Eu(lll) y Mn(111)***"*8 siendo éste ultimo junto con
los de Cu(ll) preparados por nosotros los unicos con metales de transicién. Por
tanto, el objetivo de este estudio es describir la etapa de sintesis y caracterizacion

22 % M. Chen, X.C. Huang, M.-L. Tong, Y.X. Tong, S.W. Ng, Aust. J. Chem. (1997) 50:865-868.
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M. Julve, C. Ruiz-Pérez, Cryst. Growth Des. (2008) 8:1313-1318.
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de un nuevo complejo con Zn y acido tricarbalilico que presenta una interesante
arquitectura con un ensamble poco comun.

6.2. Preparacion de [NaZn(C¢Hs0¢)(H20)3]

La sintesis del complejo fue realizada bajo condiciones solvotermales. A una
solucion metandlica de 1mmol de acido tricarbalilico (H3ATC) y 1 mmol de
Zn(NO3)2.6H20 se le agregd NaOH 1M hasta que se form6 un precipitado blanco
que fue filtrado, lavado varias veces con agua destilada y secado al aire. Luego, se
agregaron 2 mmoles de 4-cianopiridina al sélido blanco obtenido y se adicionaron 8
ml de metanol. Esa mezcla se colocd en una bomba de teflon de 23 ml y fue
calentada a 130 °C por 3 dias la que finalmente fue enfriada lentamente hasta
temperatura ambiente. El sistema de reaccidn se mantuvo bajo una lenta
evaporaciéon a temperatura ambiente. Luego de 5 meses se obtuvieron, a partir de
las aguas madres, un pequefio numero de cristales en forma de agujas simples,
adecuados para el analisis por difraccion de rayos X. El agregado de una base de
Lewis como la 4-cianopiridina al medio de reaccién favorecio la formacién de los
cristales. Anal. Calc. para CgH1109ZnNa: C, 22,83; H, 3,49 %.Exp.: C, 22,78 H, 3,47
%. Rto. 18 %.

6.3 Resultados
6.3.1. Estructura cristalina

Los cristales obtenidos para el complejo permitieron la determinacién estructural
mediante la técnica de difraccion de rayos X.

Los datos recolectados y los detalles experimentales junto con las
constantes de celda fueron resumidos en la Tabla 1.

El sistema se describe como un polimero de coordinacion
([NaZn(CeHs06)(H20)3]n ) que consiste en una estructura abierta donde el centro de
Zn se une a 3 grupos carboxilato pertenecientes al anion tricarbalilato. La
conformacién de este anion y los modos de unidén son observados en la Figura 1.y
las conformaciones posibles son resumidas en el Esquema 1. Algunas
caracteristicas relevantes del ligando se encuentran en la Tabla 29404142 Enp |a
Figura 2 se muestra la esfera de coordinacion de los metales y en la Tabla 3
algunos angulos y distancias seleccionados.

¥ J.A. Armstrong, J.C. Barnes, Acta Crystallogr.(2004) 60: m791-m793.

0P Thuéry, Chem. Commun. (2006) 42:853-855.

L Cafiadillas-Delgado, O. Fabelo, J. Pasan, F.S. Delgado, M. Del Déniz, E. Sepulveda, M.M. Laz,
M. Julve, C. Ruiz-Pérez, Cryst. Growth Des. (2008) 8:1313-1318.

2 HH. Zou, S.H. Zhang, M.H. Zeng, Y.L. Zhou, H. Liang, J. Mol. Struc. (2008) 885:50-55.
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Formula empirica
Peso formula
Temperatura

A [Cu(Ka)]

Sistema cristalino
Grupo espacial
Parametros de celda

DR 0T Ww

Y 90 (°)

Volumen de la celda
Densidad

1,948 (g/cm’)
Moléculas por celda Z

Coeficiente de absorcion lineal p [Cu(Ka)]
F(000)
Tamainio cristal 0,08 x 0,11 x 0,23 (mm)

Rango 0 para la recoleccién de datos ( )
5,34 - 69,91

Limites de los indices

16 <k<2

-18<1<18

Reflexiones recolectadas/tinica con 1>2c(l)
Completado hasta 6 =69,91

Datos / restricciones / parametros )
Mejora de ajuste en F*
1,036

R

Rw

(AIp)max ! (Alp)min (/A7)

Tabla 1. Datos del cristal y determinacion estructural para [NaZn(C¢Hs06)(H20)3]n.-

C6H1 1 NaOQZn
315,51

293(2) [K]
1,54184 (A)
Monoclinico
C2/c

10,885(2) (A)
13,219(3) (A)
15,299(5) (A)
90 (°)
02,23(2) (°)

2151(1) (A%)

8
3,983 (mm"”)
1280

“13<h<0

22171 1940
95.0 %
1940/0/151

0,0383
0,0939
0,394 / -0,621

Esquema 1. Diagrama de las conformaciones del anion tricarbalilato, donde el atomo de hidrégeno

esta unido al atomo de carbono central (atomo 3) que apunta hacia afuera de la hoja.
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Figura 1. Diagrama ORTEP* del anién tricarbalilato mostrando la conformacion del ligando, la
coordinacion al centro metalico y el esquema de atomos seleccionados etiquetados. Los
desplazamientos elipsoidales de los atomos diferentes al hidrégeno son graficados con un nivel de
probabilidad del 50 %.

Figura 2. Diagrama de la esfera de coordinacion para Nay Zn. Sélo se incluyen fragmentos de
carboxilato y agua coordinados al i6n central.

Se puede observar que el cation Zn(ll) posee una coordinacion tetraédrica
distorsionada que involucra 3 atomos de oxigeno provenientes del anion
carboxilato y un atomo de oxigeno proveniente de una molécula de agua
coordinada. Por otro lado el ion Na(l) se encuentra en un entorno octaédrico, unido
a 3 atomos de oxigeno provenientes del anidn carboxilato y a 3 moléculas de agua.
Dos atomos de oxigeno provenientes de aguas, relacionados por un eje binario,

3 M. Nardelli, J. Appl. Cryst. (1995) 28:659-1142.
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estan involucrados en la construccion de puentes que involucran los atomos de
sodio (Na-(u2>-OHz)-Na) que comparten bordes formando dimeros de estructuras
octaédricas (La distancia Na~Na fue 3,621 (2) A).

Metales C1-C2-C3-C6 C6-C3-C4-C5 Conf.®

Mn 161.1(1) -53.8(2) ag
Zn, Na® 57.50(2) 170.44(1) ga
La 172.5(5) -71.1(6) ag

69.3(6) -172.0(5) ga
Ce 164.(3) -61.6(4) ag
Eu 67.4(9) -169.7(7) ga
Gd 66(1) -169(1) ga
U, Na 71(1) -58(1) ag

Tabla 2. Angulos de torsién seleccionados (°) describiendo las conformaciones del anién tricarbalilato.
@ a: anti; g: gauche, ®) nuestro cristal
(@)

Znl- 07 2,010(2) Nal- 06" 2,405(2) Nal- 08 2,369(2)
Znl- 03 1,947(2) Nal - O8' 2,420(2) Nal- 04 2,317(3)
Znl- 05 1,954(2) Nal- 05 2,473(2) 08 - Nal' 2,420(2)
Znl-01 1,998(2) Nal- 09 2,501(3) Nal - Nal' 3,621(2)
Zn1 - Nal 3,684(1) Nal - Nal' 3,621(2) 04-C5 1,220(4)
03-C5 1,291(3) C6- 06 1,237(3) 05-C6 1,282(3)
03-Zn1-05 115,76(9) 06"-Nal- 05 156,00(9)

03-Zn1-01 99,63(9) 08'-Nal-05 108,00(8)

05-Zn1-01 132,11(8) O4-Nal-09 88,2(1)

03-Zn1-07 99,53(9) 08-Nal-09 99,68(9)

05-Zn1-07 105,32(9) 06"-Nal-09 78,11(8)

01-Zn1-07 99,02(8) Nal- 08 - Nal' 98,21(7)

04 -Nal-06" 94,65(8) C6-05-Nal 136,6(2)

08-Nal-06" 84,10(7) C6-06-Nal" 150,0(2)

04-Nal-08 90,48(9) 06-C6-05  122,1(2)

08-Nal-08 81,32(7) Zn1-05-Nal 112,11(9)

06"-Nal- 08 96,00(8) C5-04-Nal 140,0(2)

04-Nal-05 85,53(8) C5-03-2Znl 120,9(2)

08-Nal-05 99,04(7) 04-C5-03  124,0(3)

(b) D-H H-A D-A D—H--A

07-H71-- 01" 0,82 191 2,727(3) 173

07 - H72 - 09" 097 1,79 2,763(4) 174

08 - H81 - 01" 0,71 2,23 2,935(3) 170

08 - H82 .- 03" 0,93 1,85 2,770(3) 170

09 - H91 --- 02" 0,90 1,86 2,764(3) 176

09 - H92 --- 09" 0,87 2,50  2,943(3) 112

Tabla 3. (a) Distancias de unién seleccionadas (A) y angulos (°) para [NaZn(CsHsO¢)(H20)3]n, (b)
Contactos no unidos seleccionados (A) y angulos (°).
Caodigos de simetria: (i) =X, y, 1/2-z; (i) 1/2-x, -1/2-y, 1/2-z; (jii) 1/2-x, 1/2+y, 1/2-z, (iv) 1/2-x, 1/2-y, -z; (V) 1/2-x, 1/2+y, 1/2-z;
(vi) 1/2-x, -1/2+y, 1/2-z; (vii) X, -y, 1/2+z; (viii)) 1-X, y, 1/2-z
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Varios autores han estudiado los modos de unién entre metales y los atomos de
oxigeno del anién carboxilato**4°:46:47:48:49.50

En el esquema 2 se resumen modos de unidn para el anion tricarbalilato
encontrados en la literatura y también obtenidos por nosotros.

Esquema 2. Modos de unién para el anién tricarbalilato.

La fraccion del anién carboxilato esquematizada con la denominacion O5-
C6-06 muestra un modo de unidén triple que no se observa en otros aniones
tricarbalilato (esquema 2c) uniendo dos cationes sodio a través de un puente trans-
trans Na-O-C-O-Na (las distancias O5-Na1 y O6-Na1 son 2,473(2) y 2,405(2) A,
respectivamente) y un cation Zn (distancia 05-Zn1:1,954(2) A). En esta disposicion
el atomo de oxigeno O5 actua como puente entre el cation sodio y el cation Zn (Na-
(M2-O)-Zn). Ademas, el centro metalico se vincula en forma de puente por el grupo
carboxilato denominado O3-C5-0O4 con simetria syn-syn Zn-O-C-O-Na (esquema
2b), siendo las distancias, entre los atomos de oxigeno y los metales de O3-Zn1y
0O4-Na1, 1,947(2) y 2,317(3) A para O3-Zn1 y O4-Na1, respectivamente. El angulo
que forman los atomos denominados O3-C5-0O4 es de 124,0(3)° y se corresponde
con el mayor valor O-C-O presente en el cristal. El grupo de atomos O1-C1-0O2 esta
unido al cation Zn de forma monodentada a través del atomo O1 terminal. La
distancia Zn1-O1 calculada es 1,998(2) A (esquema 2a).

En la Figura 3 se muestran 3 empaquetamientos cristalinos. El cation sodio
en un entorno octaédrico esta conectado al anién carboxilato (05-C6-06) a través
del puente trans-trans Na-O-C-O-Na formando cadenas infinitas en zig-zag a lo
largo del eje b (Figura 3a).

* M. Bera, G. T. Musie, D. R. Powell, Inorg. Chem. Comm. (2008) 11:293-299.

“5D.Y. Ma, G.H. Deng, Acta Cryst. (2008) C64:m271-m273.

% |.Z. Zhang, P. Cheng, W. Shi, D.Z. Liao, Y. Xiong, G.Q. Tang, Inorg. Chem. Commun. (2002)
5:361-365.

4T AD. Burrows, K. Cassar, R.M.W. Friend, M.F. Mahon, S.P. Rigby, J.E. Warren, Cryst. Eng.
Commun. (2005) 7:548-550.

8 J.Sun, Y. Zhou, Q. Fang, Z. Chen, L. Weng, G. Zhu, S. Qiu, Inorg. Chem. (2006) 45:8677-8684
Oy, Xu, R. Wang, Y. Li, J. Mol. Struct. (2004) 688:1-3.

S0E, Biemmi, T. Bein, N. Stock, Solid State Sci. (2006) 8:363-370.
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Figura 3. Diagrama del empaquetamiento del complejo [NaZn(CsHs06¢)(H20)3]n mostrando la proyeccion
de la celda unidad en los ejes (a) ¢, (b) ay en la direccién (c) [0 0 1] . Los atomos de hidrégeno son
omitidos para una mayor claridad.

Las cadenas relacionadas por dos ejes estan vinculadas por dimeros de
sodio octaédricos compartiendo bordes dando lugar a una estructura en dos
dimensiones que consiste en una capa polimérica organica-inorganica paralela (0 0
1) al plano cristalografico (Figura 3b). Esas capas poliméricas se describieron como
una red de pared de ladrillo ondulada®. Los aniones tricarbalilatos estan
organizados entre capas poliméricas con conexion a lo largo de el eje c, a través de
los modos de unién carboxilato correspondientes a los grupos 03-C5-04 y O1-C1-
O2. Ellos ayudan al desarrollo de una estructura abierta con canales paralelos a la
direccién [0 1 -1], donde se localizan las aguas de coordinacion (Figura 3c). Las
moléculas de agua ubicadas dentro de los canales son, ademas, estabilizadas por
una red de puentes de hidrogeno O-H O involucrando atomos de oxigeno del
anion carboxilato y moléculas de agua (ver tabla 3).

6.3.2. Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Con el fin de obtener una caracterizacion mas precisa de las estructuras cristalinas
obtenidas, se realizo el estudio espectroscopico del cristal por espectroscopia FTIR
y Raman. Resulta en ese sentido interesante poder asignar y diferenciar los grupos
carboxilato presentes en el complejo.

Las asignaciones de las bandas observadas estan basadas en valores
reportados previamente para complejos entre el cinc y ligandos con grupos
carboxilato®>*® y en los trabajos previos realizados con Cu(ll) (ver capitulo V). En la
Tabla 4 se muestran las frecuencias de estiramiento y las asignaciones para el
acido tricarbalilico, su sal de sodio y el complejo [NaZn(CeHs06)(H20)3], y en la
Figura 4 se muestra el espectro infrarrojo.

" A. Erxleben, Coord. Chem. Rev. (2003) 246: 203-228.
%2 C. Dendrinoud-Samara, G. Tsotsou, L.V. Ekaterniadou, A.H. Kortsraris, C.P. Raptopoulou, A.
Terzis, D.A. Kyriakidis, D.P. Kessissoglou, J. Inorg. Biochem. (1998) 71:171-179.
%% (a) K. Nakamoto (Ed.), Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, 4"
ed., John Wiley, New York, 1986.

(b) E.J. Baran, J. Coord. Chem. (2001) 54:215-224.
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Figura 4. Espectro FTIR y Raman de [NaZn(CsHsOs)(H20)s] en el rango de 400-3600 cm™.

Uno de los enfoques utilizados para la determinacién del modo de unién del
grupo carboxilato®® esta basado en la magnitud de la separacion entre los valores
de frecuencia obtenido para los modos de estiramientos antisimétrico y simétrico
del grupo carboxilato, Av=v,(COO") - vs(COQO"). Por otra parte, existe una manera de
correlacionar esos valores con los diferentes modos de union tipicos de este
grupo, asi por ejemplo en general se cumple la tendencia: Av(quelante)<
Av(puente)< Av(iénico)< Av(monodentado)®*. Con la finalidad de complementar
este estudio se utilizé la conocida ecuacion de Nara que propone una relacion entre
los valores de la diferencia de frecuencia Av y la informacién estructural de los
compuestos conteniendo grupos carboxilato:

Av=1818,1 8r + 16,47 (Boco-120) + 66,8 (ecuacion de Nara)

(6r=diferencias entre las longitudes de unién CO (A), angulo (°) B0co=0CO)

% G.B. Deacon, R.J. Phillip, Coord. Chem. Rev. (1980) 33:227-250.
% M. Nara, H. Torii, M. Tasumi, J. Phys. Chem. (1996) 100:19812-19817.
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H;TCA Na;TCA [NaZn(CsH50¢)(H20);]n Asignaciones

propuestas

FTIR Raman | FTIR? Raman | FTIR Raman
3050a, 3420a, 3378, v(OH)
mf mf 3247mf

2999m 3087f vas(CH2)

2975m 2975m Vas(CH2)

2941 mf 2945d vs(CH,)

2929 f 2926mf | 2916m 2911m vs(CH,)

1944m Cadena
carbonada lineal

1731mf | 1668f v(COOH)
1722mf
1703mf
1573mf | 1599d | 1602mf v,(COO))
,a

1491d 1548f 1592d
1439m | 1447m | 1452f 1438f 1502m 1496mf ds(CH>)
1421m | 1422m

1406mf | 1382m | 1417m 1390h vs(COO)
1383mf 1384f

1120d | 1119m 1095d 1114m v(CC)
1055d | 1051d 1046d 1021mf v(CC)
933h 933m 943m v(CC)
865m 865f 826d 830m 8(CC)
453d 454d v(Zn-0)coo.
421d v(Na-O)coo.
239d v(Zn-0,)
220d v(Na-0,)

Tabla 4. Asignaciones de las bandas caracteristicas FTIR y Raman (cm™) del acido tricarbalilico, su sal
de sodio y el complejo [NaZn(C¢Hs06)(H20)3]n.
mf: muy fuerte, f:fuerte, m:medio, d:débil, h:hombro, a:ancha, 0531: 4tomo de oxigeno perteneciente a la molécula de agua. ®
Ref.

De nuestras observaciones (Tabla 4) surge que, las bandas tipicas de
absorcion del grupo carboxilico no disociado del acido tricarbalilico proximas a
1700 cm™' se desplazan a menores frecuencias luego de la desprotonacion (sal de
sodio) o coordinacién (complejo de Zn). En un trabajo previo®' presentamos la
asignacion del espectro infrarrojo de la sal de sodio que muestra dos nuevas
bandas localizadas a 1573 cm™ (vas(COQ)) y 1406 cm™ (vs(COO")) con un valor de
Av=167 cm™. En el nuevo complejo las bandas surgidas del modo de estiramiento
antisimétrico de los grupos carboxilato se asignan en 1602 cm™ y 1548 cm™y las
derivadas del modo de estiramiento simeétrico del grupo carboxilato se asignan a las
bandas localizadas en a 1417 cm™ y 1383 cm™. Los andlisis cristalograficos revelan
3 tipos diferentes de modos de coordinacion derivados de los grupos carboxilato
del ligando tricarbalilato. El grupo denominado O1-C1-O2 se une al Zn1 en modo
monodentado via el atomo O1, el grupo designado O3-C5-04 se une al Zn1 y al
Na1 de manera bidentada a través de un puente syn-syn y el grupo identificado
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como 0O5-C6-O6 se une a Zn1 y Nal en modo de union triple en donde se
involucran dos atomos de oxigeno. Con el fin de asignar los valores
experimentales de las diferencias de frecuencia Av a los diferentes tipos de union,
la misma fue calculada sustituyendo los datos estructurales en la ecuacién de Nara.
De acuerdo con los resultados de la estructura cristalina, el valor Av calculado para
el grupo asignado como 01-C1-02 (211 cm™') fue mayor que para la sal de sodio y
el indicado para la coordinaciéon monodentada en el complejo. Ese valor Av esta
cercano al valor experimental (219 cm™) calculado usando las bandas a 1602 cm
y 1383 cm' respectivamente (Tabla 4). La ecuacién de Nara no puede ser aplicada
para el caso del puente carboxilato syn-syn (O3-C5-O4) el cual no presenta
simetria para el grupo carboxilato denominado como O5-C6-O6 que involucra una
coordinacion monodentada y monoatémica. Sin embargo, teniendo en cuenta que
el valor Av experimental (131 cm™) obtenido para las bandas 1548 cm™ (vas(COO))
y 1417 cm™ (vs(COO)) fue menor que el obtenido para el grupo carboxilato
monodentado en la sal de tricarbalilato de sodio, se puede proponer un modo de
coordinacion puenteado usando la regla empirica obtenida por Deacon y Phillips®.
Desafortunadamente no se observaron otras bandas relacionadas con las
vibraciones del grupo COQO" tanto simétricas y/o antisimétricas debido a que
probablemente se encuentren superpuestas con otros modos vibracionales.

En el espectro Raman (Figura 4) la banda correspondiente al modo de
estiramiento simétrico del grupo carboxilato fue identificada en 1384 cm™ la cual
contiene un hombro sobre el lado de mayor frecuencia ubicado en 1390 cm™,
siendo ademas su intensidad muy fuerte como era lo esperado para reforzar su
asignacion®.

En el espectro FTIR, el complejo también exhibe bandas tipicas debidas a
los modos de vibracion del ligando. Por ejemplo, la banda que aparece a 1502 cm™”
podria ser asignada tanto al grupo metileno como al modo de estiramiento
vas(COO7). Comparando el espectro Raman con el espectro infrarrojo del acido
tricarbalilico y la sal de sodio, podemos asignar la banda al modo “bending”
(deformacion) del grupo metileno que aparece a 1496 cm™ en el espectro Raman®®.

Las bandas localizadas en 3378 cm™ y 3247 cm™ se deben, probablemente,
al modo de estiramiento de las moléculas de agua coordinadas®’.

Los modos de estiramiento antisimétrico y simétrico del grupo CH, fueron
asignadas a las bandas entre 2995-2970 cm™ y 2925-2900 cm™' respectivamente,
siendo esta ultima de gran intensidad espectro Raman®’.Otro rasgo caracteristico
del espectro Raman es la apariciéon de una banda cerca de 2000 cm™ que puede
se5r7asignada a la cadena lineal de atomos de carbono del ligando (Tabla 4 y Figura
4)>".

El modo de estiramiento Na-O podria ser asignado mediante espectroscopia
Raman (Tabla 4). Las bandas derivadas del modo de estiramiento M-O (atomos de
oxigeno derivados del grupo carboxilo) son observados en general en el rango
entre 400-500 cm™ y el modo de estiramiento para M-OH, aparece usualmente por

% EV. Bruseau, G.E. Narda, J.C. Pedregosa, G. Etcheverria, G.M. Punte, J. Solid State Chem.
§1999) 143:174-181.
7 J. Kiirti, C. Magyar, A. Balazs, P. Rajczy, Synth. Metals (1995) 71:1865—1866.
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debajo de 400 cm %% E| espectro Raman muestra que aparecen dos nuevas
bandas en el complejo en 454 y 421 cm™. A partir del resultado de rayos X se
puede concluir que la distancia Zn-O es menor que la distancia Na-O (Tabla 3), por
tanto, el modo de estiramiento de enlace Zn-O podria ser observado a mayor
numero de onda que para el enlace Na-O. Teniendo en cuenta la distancia de
unién M-O y el hecho que esas bandas no son observadas en el espectro infrarrojo
del acido tricarbalilico ni en el de la sal de sodio, nosotros asignamos la banda a
454 cm™ a las vibraciones de estiramiento para la unién Zn-O y a la banda en 421
cm” al modo de estiramiento para la unién Na-O%’. Las nuevas bandas Raman
ubicadas por debajo de 400 cm™ podrian ser asignadas a las vibraciones v(Zn-O,,)
(239 cm™) y v(Na-Oy) (220 cm™).

6.3.3. Estabilidad térmica

Los estudios termogravimétricos nos permiten estudiar el comportamiento de
las aguas de coordinacion y evidenciar su pérdida en relacion a los datos
estructurales. Como se observa en la Figura 5, la curva termogravimétrica se divide
en 3 pasos.

100 -

80

Am (%)

60 1

40 4

T T T
200 400 600 800

Temperatura (°C)
Figura 5. Curva termogravimétrica (TGA) de ZnATC en atmoésfera de O,

El proceso comienza con una pérdida de peso (11,2%) que ocurre en el
rango de temperatura 70-206 °C y puede ser atribuida a la pérdida de dos
moléculas de agua de coordinacion (valor calculado 11,4%). Teniendo en cuenta
que el ion Zn(ll) presenta un efecto de polarizacion mayor que el sodio sobre el
oxigeno y que la distancia Zn-O es menor que la distancia Na-O en el cristal,
podemos asumir que la primera pérdida de peso corresponde a las moléculas de
agua coordinadas al sodio. Probablemente debido a la pérdida del efecto de

% B. Morzyk-Ociepa, Vibr. Spectrosc. (2009) 49:68-79.
% B. Morzyk-Ociepa, Vibr. Spectrosc. (2008) 46:115-127.
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estabilizacién del ion sodio en la estructura, la descomposicion tiene lugar
inmediatamente después. La segunda etapa ocurre en el rango de temperatura
206-487 °C (36,4%) y la tercera etapa ocurre por encima de 488 °C vy
probablemente se deba a la descomposicion del ligando organico. La
descomposicién completa ocurre a una temperatura > 739 °C. El producto final,
resulta una mezcla de ZnO y NayO, y la formacion de ZnO fue identificada por
espectroscopia FTIR. El valor del residuo experimental (Amep,=35,9%) esta de
acuerdo con el valor calculado (Amcgc.=35,6%).

6.4. Conclusiones

-Se sintetizé en condiciones solvotermales un nuevo polimero de coordinacion en 3
dimensiones de formula general [NaZn(CeHsOg)(H20)s],.

- El compuesto cristaliza en el sistema monoclinico, grupo espacial C2/c
centrosimétrico  (a=10,885(2); b=13,219(3); ¢=15,299(5) A, B=102,23(2)°,
V=2151(1) A3, Z=8).

- La estructura cristalina del polimero consiste en una estructura abierta donde el
cation Zn(ll) posee una coordinacion tetraédrica distorsionada que involucra 3
atomos de oxigeno provenientes del anidén carboxilato y un atomo de oxigeno
proveniente de una molécula de agua coordinada. Por su parte el ion Na(l) se
encuentra en un entorno octaédrico, unido a 3 atomos de oxigeno provenientes de
grupos carboxilato y a 3 moléculas de agua.

-A través del analisis termogravimétrico se pudo observar que 2 de las 3 moléculas
de H,O estan asociadas, probablemente, a la esfera de coordinacién del Na(l).
También se determind que el residuo final de la descomposicién del polimero
consiste en ZnO (confirmado a través de espectroscopia FTIR) y NazO.

-Cabe mencionar que el conocimiento de los datos estructurales obtenidos

mediante rayos X fueron decisivos en las asignaciones realizadas tanto por FTIR y
Raman como por termogravimetria.
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Capitulo 7

7. Materiales y Métodos

7.1. Caracterizacion fisicoquimica
7.1.1. Analisis elemental

Para el analisis elemental de C, Hy N se usé un analizador Carlo Erba EA 1108.
La determinacion de vanadio se realizé utilizando una técnica espectrofotométrica
UV-vis puesta a punto en nuestro laboratorio. La misma esta basada en la
formacion del acido tungtofosfovanadico (400 nm), por el agregado de acido
fosférico y tungstato de sodio a una solucién acida conteniendo vanadio(V)'.

Para determinar la concentracion de Na se utilizé un fotdmetro de llama (J.R.
Technology).

7.1.2. Analisis termogravimétrico (TG) y térmico diferencial (DTA)

El andlisis termogravimétrico y el analisis térmico diferencial se realizé mediante el
empleo de un sistema termoanalitico Shimadzu (Kyoto, Japon) modelos TG-50 y
DTA-50. Se trabajé en atmésfera de O, con un flujo de 50 ml/min y una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min. El rango de muestra utilizado fue entre 10 y 20
mg. Se empled Al,O3 como estandar para el DTA. Los datos obtenidos fueron
analizados utilizando el programa TASYS.

7.1.3. Espectros electronicos (UV-vis) y titulaciones espectrofotométricas

Las medidas espectrales se realizaron utilizando un espectrofotémetro UV-vis
Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, Estados Unidos) 8453 con arreglo de diodos,
empleando celdas de cuarzo de 1 cm de camino optico. La estequiometria de los
sistemas estudiados en solucion fue establecida por titulacion espectrofotométrica
mediante el método de la razon molar por el cual se registran los cambios de
absorbancia en funcién de la relacion metal:ligando a un valor constante de
longitud de onda. En general, para determinar los espectros se usé la solucion del
ligando en estudio (en el solvente adecuado y al pH de sintesis) con el agregado
de una solucion de VOSO04.5H,0 cubriendo un rango de concentraciones metal-
ligando desde 10:1 hasta 0,5:1, bajo atmdsfera de nitrégeno.

7.1.4. Espectros infrarrojos (FTIR)

Los espectros infrarrojo de las distintas muestras sélidas fueron medidos en un
espectrofotémetro FTIR Bruker (Alemania) IFS 66 desde 4000 a 400 cm™ bajo la

M. Onishi, Photometric Determination of Traces of Metals, Part Il. 4" ed., J.Wiley, New York
(1989).
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forma de pastillas de KBr .La resolucion espectral fue de + 4 cm™. Los datos
obtenidos fueron analizados con el programa OPUS.

7.1.5. Espectros Raman

Los espectros Raman fueron medidos en un espectrofotometro Bruker IFS 113
FTIR con un accesorio Raman NIR. Para la excitacion se utilizé la radiacién de un
laser de estado sélido Nd:YAG (1064 nm), en el rango entre 3600 y 100 cm™. La

resolucion espectral fue de + 4 cm™.
7.1.6. Espectros de Reflectancia Difusa

Los espectros de reflectancia difusa UV-vis fueron registrados en un
espectrofotometro Shimadzu UV-300 utilizando el accesorio correspondiente y
MgO como estandar.

7.1.7. Espectros de resonancia paramagnética electrénica (EPR)

Con el objetivo de registrar los espectros a distintas temperaturas, se utilizé6 un
espectrofotometro Bruker ESP300 que opera en banda X (frecuencia=9,5GHz,
3400 Gauss) y banda Q (frecuencia=35GHz, 12500 Gauss) y que esta equipado
con un estandar de dispositivos de baja temperatura de Oxford (ESR900/ITC4).

La ventaja del uso de la banda Q la mejor resolucion de sistemas con
valores de tensores g similares, la reduccién de los efectos de segundo orden en
las interacciones hiperfinas, y la observacion de transiciones prohibidas, entre
otras.

Se obtuvo la simulacion computarizada de los espectros EPR mediante el
programa Simfonia (WINEPR Simfonia v1.25, Bruker Analytische Messtecnik
GmbH, 1996).

7.1.8. Susceptibilidad magnética

Para realizar las medidas magnéticas se utilizaron muestras policristalinas en un
rango de temperatura entre 4.2 y 300 K, usando un magnetometro SQUID que
opera con un campo magetico de 0,1 T donde la curva de magnetizacién versus
campo magnético es lineal, incluso a 4,2 K.

7.1.9. Determinacion de la estructura cristalina

Las medidas fueron realizadas en un difractémetro automatico de 4 circulos Enraf-
Nonius CAD-4 equipado con un generador de anodo giratorio usando un
monocromador de grafito con radiacion Cu-Ka. Cada estructura fue resuelta por
método directo con SHELXS-97? y cada modelo molecular fue refinado por el

% Sheldrick GM. SHELXS-97. Program for crystal structure resolution. Gottingen, Germany:
University of Gottingen (1997).
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procedimiento en matriz completa por el método de cuadrados minimos con
respecto a F? con SHELXS-97°.

7.2. Estudios en solucion
7.2.1. Estudios de estabilidad en soluciéon

Con el fin de evaluar la estabilidad de los complejos en solucién, es decir, para
asegurar que los mismos fueran agregados a las células (en los diversos ensayos
biolégicos) sin descomposicion, se disolvieron los compuestos en el solvente
adecuado y se mantuvieron a 25 °C. El estudio se llevo a cabo registrando la
variacion del maximo de absorbancia del espectro UV-vis en el tiempo.

7.2.2. Titulaciéon potenciométrica

Para la preparacion de las soluciones se realizd mediante el siguiente
procedimiento:

- ElI NaCl (Merck) se secé hasta peso constante y se almacendé en
desecador con CaCl, como agente desecante. Todas las soluciones fueron
preparadas con agua tridestilada en atmésfera de nitrégeno.

- Se utilizaron soluciones frescas (recientemente preparadas) antes de cada
medida realizada.

- Las soluciones de HCI (Merck) se estandarizaron contra TRISMA
(Hidroximetilaminoetano) (Anedra).

- Las soluciones de NaOH se prepararon a partir de una solucién saturada
de NaOH (Merck) y se estandarizaron contra HCI (patrén secundario).

- El VOS04.5H,0 (Merck) comercial se secé en estufa a 60 C hasta peso
constante, se recalculé su formula (VOS04.4,8H,0; PM=250,12) en base a su
analisis termogravimétrico (TG).

- Las soluciones stock de Cu(ll) fueron estandarizadas con EDTA* La
contaminacién con carbonato se evalué mediante el método de Gran®.

Las medidas potenciométricas se realizaron en un titulador Mettler Toledo
DL50 Graphics. Las titulaciones se llevaron a cabo en una celda termostatizada a
25 + 0,1 °C sobre alicuotas de 25 ml. La fuerza idnica fue ajustada a 150 mM
NaCl. El electrodo se calibré respecto a un conjunto de soluciones reguladoras de
referencia (pH=2,2 ; 4,0y 7,0).

® Sheldrick GM. SHELXL-97. Program for crystal structures analysis. Gottingen, Germany:
University of Gottingen (1997).

1M, Kolthoff, E.B. Sandell, E.J. Meehan, S. Bruckenstein, Analisis Quimico Cuantitativo, Libreria y
editorial Nigar, Buenos Aires, 1979.

® G. Gran, Analyst (1952) 77:661-671.
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-Sistema Cu-ATC

Las constantes de formacion (Bpqrs) corresponden a la notacion general:

p Cu®+qATC* +rimz+ s H* — (Cu®),(ATC*)q(Imz)(H")s
Se asume pK,=13,76 (correspondiente al log Booo-1=-13,76) para las condiciones
experimentales (T = 25°C, | = 150 mM).

Las constantes de disociacion para HsATC (pKa) fueron determinadas a
partir de 2 soluciones de distinta concentracion de ligando (5y 10 mMg en el rango
de pH de 2 a 11 de acuerdo con los datos reportados con anterioridad”.

La constante acida para Himz" junto con las constantes de formacion para
el sistema Cu®*/Imz/H* fueron determinadas previamente en las mismas
condiciones experimentales y se toman de referencia para este trabajo’.

Para determinar las constantes de formacion del sistema Cu?/ATC/H", se
realizaron 4 conjuntos de titulaciones en el rango de pH de 2-6. Las
concentraciones totales de cobre fueron 2,5; 5,0 y 10,0 mM vy la relacién
metal/ligando oscild entre 1:1 y 1:4. Para el sistema Cu?/ATC®%Imz/H* se
realizaron 4 titulaciones, utilizando una concentracion de Cu(ll) de 2,5 mM. La
relacion de concentraciones fue 1:1:2 y 1:2:1, respectivamente. En este caso el
rango de pH también fue de 2-6.

-Sistema L*/H" (L: acido clorogénico)

La determinacion de las constantes de disociacién del acido clorogénico (HsL) se
realizé6 mediante dos grupos de titulaciones utilizando el programa BEST y pKas:

- Acido clorogénico 2,5 mM / HCI 2,5 mM con NaOH 10 mM (pH: 2,7 — 11,0).
- Acido clorogénico 5 mM / HCI 5mM con NaOH 20 mM (pH: 2,4 -11,2).

- Sistema V(IV)O**/L¥/H*

También en este caso se realizaron dos series de titulaciones en un rango aproximado de
pH 24 -8,0.

- oxovanadio(lV) 2,5 mM / acido clorogénico 5 mM / HCI 5 mM con NaOH 30 mM.
- oxovanadio(lV) 1,25 mM / acido clorogénico 5 mM / HClI 5mM con NaOH 30 mM.

Las constantes de formacion de las especies (Bpqr) S€ expresan segun la notacion:

pV(IVIO™ + qL* + rH" —— (V(IV)O*)o(L*)g(H")r

N

= Campi, G. Ostacoli, M. Meironi, G. Saini, J. Inorg. Nucl. Chem. (1964) 23:553-564.
" E.G. Ferrer, A.C. Gonzalez Baro, E.E. Castellano, O.E. Piro, P.A.M. Williams, J. Inorg. Biochem.
(2004) 98:413-421.
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Para las condiciones experimentales (T= 25 £+ 0,1 °C, / = 150 mM) se asume un
valor de pK,= 13,76 (correspondiente a log Bgo-1= -13,76).

Las constantes de formacion se calcularon mediante el programa BEST. La
distribucion de especies como funcién del pH se obtuvo con el programa
ESPECIES. El criterio de seleccion del modelo de especiacion fue el usual para
este tipo de programas (CHI y valores de R y de desviacion estandar). Los
resultados fueron comparados con medidas espectroscopicas.

7.2.3. Resonancia paramagnética electronica (EPR) en solucion

En forma general, los espectros en solucion se determinan en banda X a 140K
luego del agregado de 5% de dimetilsulféxido para asegurar una buena resolucion
espectral a la concentracion deseada.

Las titulaciones espectrofotométricas (para el caso de los ligandos crisina y
morina) fueron seguidas por EPR para identificar las especies formadas a las
diferentes relaciones ligando/metal.

Para los diagramas de distribucion de especies, con la finalidad de
convalidar el modelo propuesto para las especies en solucién, los espectros de
EPR se midieron en condiciones experimentales similares a las de las titulaciones
potenciométricas. Los estudios realizados en solucion acuosa consistieron en una
serie de medidas a diferentes relaciones metal:ligando. Para cada una de ellas, el
pH se fue ajustando en forma gradual mediante el agregado paulatino de NaOH
1M en un rango aproximado de 2-8, lo que permitié observar la formacion de
diferentes especies. Luego se procedié al ajuste de la manera indicada en la
seccion 3.3.4.

7.3. Medidas de las capacidades antioxidantes

7.3.1. Actividad superéoxido dismutasa (SOD) simil

La actividad superéxido dismutasa simil fue evaluada a través de dos métodos:
-Método no enzimatico:

Este método consiste en generar el radical superdxido a través del sistema
fenazina-metosulfato (PMS)/ nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH).
Esos radicales son capaces de reducir el nitroazul de tetrazolio (NBT) a azul de
formazan. Por lo tanto se determina la habilidad que tienen los complejos, sus
ligandos libres o los cationes V(IV)O?* y Cu(ll) de inhibir dicha reduccion.

La mezcla de reaccion contiene 0,5 ml de muestra (en distintas
concentraciones), 0,5 ml de NADH (140 mM) y 0,5 ml de NBT (300 uM) en buffer
fosfato 0,1M (KH,PO4/NaOH, pH 7,4). Se incuban los tubos a 25 °C por 15 min y
se inicia la reaccion agregando 0,5 ml de PMS (120 uM), luego de 5 min se lee la
absorbancia a 560 nm y se compara con el blanco®. La concentraciéon de complejo
que produce un 50 % de inhibicion (Clso) fue obtenida a partir de la construccion

8 C.C. Kuo, M. Shih, Y. Kuo, W. Chiang, J. Agric. Food Chem. (2001) 49:1654-1570.
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del grafico de porcentaje de inhibicion de la reduccion de NBT versus -log de la
concentracion de los compuestos testeados® utilizando un asistente de regresion
sigmoideo provisto por el programa Sigma Plot.

-Método enzimatico

Este método consiste en generar el radical superdxido a través del sistema
xantina/xantina oxidasa a pH 10,2 (0,05 M de buffer NaHCO3/NaOH)"". La
mezcla de reaccidn contiene diferentes concentraciones de los ligandos, del metal
y de los complejos. La reaccion se inicia por el sistema xantina-xantina oxidasa en
una concentracion necesaria para producir un cambio de absorbancia entre 0,2 y
0,4. Se agrega una solucién acuosa 0,2 mM de cloruro de cobre(ll) para frenar la
reduccion de NBT. Como el ion cobre(ll) libre puede interactuar con el anién
superéxido produciendo su dismutacion, se incluye en el medio acido
etilenediaminotetraacético (EDTA) 0,1M, para formar el complejo de cobre
(CuEDTA) que carece de actividad SOD. Cada experimento se llevd a cabo por
triplicado y al menos tres experimentos independientes se realizaron en cada
caso. Finalmente se obtienen los valores de Clsy para cada uno de los compuestos
ensayados, operando como en el método no enzimatico.

7.3.2 Ensayo de la actividad anti radical DDPH’

A una solucion metandlica de DPPH (4 ml, 4 ppm) se le agrega 1 ml de las
soluciones de ligandos, complejos ¢ V(IV)O?* diluidos en buffer Tris-HCI 0,1M (pH
7,1). Luego de incubar 1 hora en oscuridad se mide la absorbancia de las distintas
muestras a 517 nm y se las compara con un control al que se le asigna un valor
arbitrario de 100%, que fue preparado con el radical y el buffer.

Con fines comparativos, se utilizd acido ascérbico como antioxidante de
referencia, el cual provoca una decoloracion inmediata del color violeta inicial, lo
que indica su fuerte actividad anti radical DPPH".

7.3.3. Ensayo de decoloracién del catién radical ABTS™

Para realizar esta técnica se incubd por 16 hs una solucién acuosa de ABTS
(2,5mM) y K2S,05 (0,4M), luego se diluyd 10 veces en buffer 0,1 M KH,PO4/NaOH
(pH 4). Posteriormente, se le agregan a 990 ul de la mezcla, 10 pyl de complejo,
ligando, oxovanadio(lV) o trolox en buffer fosfato en concentraciones que van
desde 0 a 100 pyM. Luego de incubar la mezcla de reaccion durante 6 min y a 25
°C, se registra la reduccion del cation radical ABTS™. Se asigna un valor de 100 %
a la condicion basal, donde no se agrego antioxidante y se registra, luego, la
disminucién porcentual de la absorbancia a 734 nm como funcion de las distintas
concentraciones de muestras utilizadas, obteniendo de este modo, la actividad
total antioxidante. Los resultados también se expresan como la concentracion mM
de Trolox (TEAC) equivalente a la actividad de una solucion 1 mM del compuesto

°M.N. Patel, D.S. Gandhi, P.A. Parmar, Inorg. Chem. Communications (2011) 14:128-132.
'%]. lwamoto, I. Mifuchi, Chem. Pharm. Bull (1982) 30:237-241.
" C. Beauchamp, I. Fridovich, Anal. Biochem. (1971) 44:276-287.
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testeado. Dicho valor se calcula con la pendiente del grafico del porcentaje de
inhibicion de la absorbancia en funcion de las concentraciones usadas dividido por
la pendiente del grafico del Trolox (seccion 3.2.2.).

7.3.4 Actividad secuestrante del radical OH’

El radical OH" fue generado por el sistema ascorbato/Fe/H,0,. La mezcla de
reaccion contiene 3,75 mM de 2-desoxirribosa, 2,0 mM de H20,, 100 uM de
FeCls y 100 uM de EDTA mas los compuestos de interés en buffer KH,PO4-KOH
(20 mM, pH 7,4). La reaccion comienza por el agregado de 100 ul de &cido
ascorbico (100 uM) a la mezcla incubando los tubos a 37°C durante 30 min.
Finalmente la degradacion de la desoxirribosa por los radicales OH' se mide
por el método del acido tiobarbiturico (ATB): la reaccion del producto formado con
el ATB en caliente y bajo condiciones acidas (en presencia de acido tricloroaceético
(TCA)) da como resultado la formacién de un cromégeno color rosa (532 nm)'% .

7.3.5. Inhibicion del radical ROO® por un método fluorescente (ORAC-
fluoresceina)

Brevemente, se prepard una solucion stock de fluoresceina (44 mg disueltos en
100 ml de buffer fosfato (75 mM, pH 7)), y se almacend bajo condiciones de
oscuridad y refrigeracion. La solucién de trabajo (78 nM) se prepara diariamente
por dilucion (0,167 ml en 25 ml de buffer). La solucién de AAPH (300 mM) también
se prepara fresca para cada ensayo. Como este método es extremadamente
sensible, los reactivos deben ser diluidos apropiadamente antes del analisis para
evitar interferencias. La mezcla de reaccion contiene 1000 ul de fluoresceina (78
nM), 1000 ul de muestra, buffer fosfato salino (PBS) o trolox y 500 ul de AAPH
(300 mM). La celda fue termostatizada a 37°C. La fluorescencia fue medida en un
espectrofluorometro (Perkin-Elmer LS 50B) cada 1 min a una Aemisisn: 512 nm y
Aexcitacion: 488nm™"°. En primer lugar, se grafica el decaimiento de la intensidad de
fluorescencia en funcion del tiempo para distintas concentraciones de trolox.
Luego, con esos datos, se calcula el area bajo la curva (ABC) para las diferentes
concentraciones ensayadas y se obtiene una curva de calibracion. Luego se
procede de la misma manera con las muestras a testear y, finalmente, se calcula
el valor de ORAC relativo:

ORACreIativo= [(ABCmuestra‘ABCblanco)/ (ABCtrolox'ABCbIanco)] * I\/ltrolox/Mmuestra

12 B. Halliwell, J.M.C. Gutteridge, FEBS Lett. (1981) 128:347-352.

'3 B. Halliwell, J.M.C. Gutteridge, O.1. Auroma, Anal. Biochem. (1987) 165:215-219.

“A Tijerina Saenz, |. Elisia, S.M. Innis, J.K. Friel, D.D. Kitts, J. Food Compost Anal. (2009)
22:694-698.

BA Zulueta, M.J. Esteve, A. Frigola, Food Chem. (2009) 114:310-316.
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7.3.6 Inhibicion del radical ROO® por un método espectrofotométrico

El radical peroxilo fue generado por descomposicion térmica del AAPH, de la
misma manera que para el ensayo anterior’®. La mezcla de reaccién contiene
AAPH (50 mM), piranina (50 uM) y distintas concentraciones de los compuestos
testeados o buffer (para el caso de la condicion basal). EI consumo de piranina fue
seguido espectrofotométricamente por la disminucion en su absorbancia a 454 nm
en una celda termostatizada a 37°C.

Experimentalmente se mide la fase lag que corresponde al tiempo (en
minutos) que transcurre antes de que exista una notable reduccion en la
absorbancia por consumo de la piranina, por interferencia del complejo, debida a
su interaccién previa con el radical’’.

7.4. Clivaje de ADN plasmidico en gel de agarosa

Para los experimentos de electroforesis en gel de agarosa se utilizé el ADN
plasmidico pA1. Este es un ADN complementario de cadena larga de citocromo
P450 (CYP3A1) insertado en el vector plasmidico PBS ((pBluescribe, Stratagene,
UK) que fue descripto por Fisher y col.”®. EI ADN plasmidico fue amplificado en
Escherichia Coli DH5a y purificado utilizando el sistema miniprep Pure Yield ™ de
Promega. El ADN lineal fue obtenido por digestion del pA1 con la enzima Hind Ill'y
usado como referencia en la electroforesis. A veces se utiliza como referencia de
la forma lineal del ADN, una muestra de ADN plasmidico digerida con 50 uM de
acetilacetonato de vanadilo(lV) (VO(acac);). Se determind la concentracion de
ADN por cada par de bases de nucleétidos (pb) por absorcién UV a 260 nm
utilizando el coeficiente de extincion de 13200 M cm™ pb™.

Para cada experimento se prepara una solucion 200 uM de los complejos
de vanadio en agua Milli-Q desionizada. La estabilidad de la solucién acuosa se
sigue por espectroscopia. La actividad de clivaje del ADN se monitorea mediante
la conversion del ADN plasmidico superenrollado en ADN circular mellado (roto) y
lineal. La mezcla de reaccion contiene 6 ul de agua, 2 pl (0,2 ug) de ADN
plasmidico superenrollado (pA1), 2 ul de una soluciéon buffer (acido 3-(N-morfolino
propanosulfénico (MOPS)/ NaOH y PO,>/ HNOs) (100 mM, pH 7) y 10 pl de una
solucion acuosa del complejo de interés. El volumen final de reaccion es de 20 pl
y las concentraciones testeadas fueron 6, 12, 25, 50 y 100 yM, que corresponden
a diferentes relaciones metal-ADN (pb): 0,2, 0,4, 0,8, 1,7 y 3,3. La concentracion
final del buffer fue 10 uM. El acido mercaptopropionico (MPA) y la oxona (KHSOs)
fueron elegidos como agentes activantes reductores y oxidantes respectivamente.
Su concentracion final fue 200 uM. Las muestras control de agentes activantes se
preparan en ausencia de complejos metalicos. Con fines comparativos, se prepard
también VOS0O4.5H,0 con y sin agentes de activacion.

' W.Y. Huang, K. Majumder, J. Wu, Food Chem. (2010) 123: 635-641.

7 C.D. Hapner, P. Deuster, Y. Chen, Chem. Biol Interact. (2010) 186: 275-279.

'® M.B. Fisher, S.J. Thompson, V. Ribeiro, M.C. Lechner, A. Rettie, Arch. Biochem. Biophys. (1998)
356:63-70.
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Las mezclas de reaccion fueron incubadas durante 1 hora a 37°C,
envueltas en papel de aluminio.

Después de la incubacion, se anadieron 5 pL de buffer de carga (loading
buffer) (0,25 % de azul de bromofenol, 0,25 % xileno cianol y 30% de glicerol en
agua) a cada tubo y luego se coloco dicha soluciéon en 1% de gel de agarosa en
un buffer 89 mM TRIS-borato y 1 mM de EDTA, pH 8,3, conteniendo bromuro de
etidio (1 pg/ml). Los controles de plasmidos no incubados y linealizados se
incluyeron en los dos extremos de una placa de 16 pocillos. La electroforesis se
llevo a cabo durante 3 horas a 100 V. Las bandas se visualizaron bajo luz
ultravioleta y fueron fotografiadas utilizando el equipo Alphalmager (Alpha
Innotech).

7.5. Actividad biolégica
7.5.1. Cultivos de osteoblastos

Se utilizaron dos lineas clonadas de células osteoblasto-simil: MC3T3E1 (linea de
células no transformadas, derivadas de calvaria de ratén) y UMR106 (linea
derivada de osteosarcoma de rata).

Ambas lineas fueron cultivadas en frascos de plastico de 75 cm? a 37°C en
atmosfera humidificada con 5 % CO3, en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado con 100 U/ml de penicilina , 100 ug/ml de estreptomicina y
10 % de suero fetal bovino (SFB). Luego, cuando las células en cultivo llegaron a
70-80 % de confluencia fueron cosechadas utilizando 0,1% de tripsina en PBS-
EDTA (11 mM KH;PO4, 26 mM NaHPO4, 115 mM NaCl, pH:7,4) para
resuspenderlas. Una fraccidén de esas células fue diluida 1:10 en DMEM con 10 %
de SFB para continuar el cultivo y con la otra fraccion se siguieron los
experimentos. Para estos ultimos se utilizaron microplacas donde se cultivaron las
células hasta que llegaron a la confluencia requerida para cada ensayo, luego se
lavaron con medio de cultivo y finalmente se incubaron con DMEM vy los
compuestos de interés en distintas concentraciones.

7.5.2. Ensayos de viabilidad celular
7.5.2.1. Ensayo mitogénico

Para determinar la proliferacion celular se utilizd el ensayo de cristal violeta
descripto por Okajima y colaboradores' con algunas modificaciones. El
fundamento del método consiste en que el colorante vital, cristal violeta, se
incorpora a estructuras subcelulares (principalmente mitocondrias) de células
metabdlicamente activas pero no penetra en células inactivas.

Se utilizaron microplacas de 48 pocillos para el ensayo. Una vez que las
células llegaron a 70-80 % de confluencia, se lavé la monocapa con DMEM. Luego
se incubaron las mismas con DMEM en el caso del basal y con distintas

©oT Okajima, K. Nakamura, H. Zhang, N. Ling, T. Tanabe, T. Yasuda, R.G. Rozenfeld,
Endocrinol. (1992) 130:2201-2212.
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concentraciones (0-100 uM) de V(IV)O*, ligandos y complejos diluidos en medio
de cultivo durante 24 hs, a 37°C y con atmdsfera de CO,. Posteriormente, se lavan
las células con PBS, se fijan con glutaraldehido 5 % vy se tifien con cristal violeta
por 10 min. Finalmente, se lavan varias veces con agua para eliminar el exceso de
colorante, se extrae el mismo de las células osteoblasticas con un buffer de pH
adecuado (buffer glicina, pH 3) y realizando la diluciéon adecuada con agua, se lee
la absorbancia a 540 nm. Previamente se realizé una correlacion lineal para
determinar el nimero de células en funcion de la absorbancia medida®.

7.5.3. Estudio morfolégico
7.5.3.1. Tincién con Giemsa

A través de la técnica de tincién con Giemsa, se pueden observar caracteristicas
morfologicas del citoplasma y el nucleo. Se cultivan las células en placas de 6
pocillos, al llegar a 60-70% de confluencia se las incuba con distintas
concentraciones de complejo por 24 hs a 37°C. Luego se lavan con PBS, se fijan 5
min con metanol y posteriormente se tifien con Giemsa diluido 1:10, por 10 min?’.
Finalmente se lava la monocapa varias veces con agua para eliminar el exceso de
colorante y se observan las células al microscopio éptico (Olympus TH4-200). Se
adapta una camara de fotos al mismo y se registran las imagenes.

7.5.4. Mecanismos de accion
7.5.4.1. Generacioén de especies de oxigeno reactivas (ROS)

La generacion intracelular de ROS fue medida espectrofotométricamente mediante
la sonda dihidrorodamina 123 (DHR 123), la cual es oxidada por los mismos a
rodamina 123 (RH), que es una molécula fluorescente. En primer lugar, las células
fueron incubadas con distintas concentraciones de complejo, ligando o V(IV)O*
por 24 hs a 37°C, luego se lavaron con soluciéon salina tamponada de Hank
(HBSS) y posteriormente se incubaron con DHR (10 mM) en HBSS permitiendo el
ingreso de la sonda fluorescente al citoplasma y su posterior oxidacion®. La
monocapa fue lavada con PBS y lisada con 1 ml de Triton-X100 (0,1%). Los
extractos celulares fueron analizados espectrofluorométricamente (Aexcitacion = 500
NM, Aemisisn = 536 NM). Se usé como estandar (RH) 0,5 uM?>,

Para normalizar los datos por mg de proteinas, a una alicuota de cada
extractzci, se le realizé una determinacion de proteinas por el método de Bradford
(1976)".

20 A.M. Cortizo, S.B. Etcheverry, Mol. Cell Biochem. (1995) 145:97-102.

21 Vv.C. Salice, AM. Cortizo, C.L. Gémez Dumm, S.B. Etcheverry, Mol. Cell Biochem. (1999)
198:119-128.

2 c.M. Krejsa, S.G. Nadler, J.M. Esselstyn, T.J. Kavanagh, J.A. Ledbetter, G.L. Schieven, J. Biol.
Chem. (1997) 272:11541-11549.

B AM. Cortizo, L. Bruzzone, S. Molinuevo, S.B. Etcheverry, Mol. Cell. Biochem. (2000) 145:89-99
% M. Bradford, Anal. Biochem. (1976) 72:248-254.
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7.6. Técnicas auxiliares
7.6.1. Determinacion de proteinas por el método de Bradford

Se confeccion6 una curva de calibracion usando albumina sérica bovina, con un
rango de validez de 5 a 50 pg de proteina por tubo. Se registré la absorbancia a
595 nm de una mezcla de muestra con reactivo de Bradford (10 mg Coomasie
Blue G250, 10 ml H3PO4 88 %, 4,7 ml etanol absoluto)

Los resultados se expresaron mediante la siguiente formula:

umol RH / mg proteina (%Basal) = (umol RH / mg proteina)x / (umol RH / mg
Proteina); *100

Donde: x = condicion experimental y ¢ =condicion control (sin el agregado de
complejos de vanadio)

7.6.2. Analisis estadistico

Para todos los ensayos biolégicos se realizaron 3 experimentos independientes
por cada condicidn. Los resultados se expresan como la media + SEM (error
estandar de la media). Para realizar el analisis estadistico (analisis de varianza de
un factor (ANOVA) seguido del test de Fisher (LSD) para comparar medias) se
utilizé el programa Statgraphics PLUS 5.1.

198



Este trabajo de tesis dio lugar a 5 publicaciones en revistas cientificas:

1) L. Naso, A.C. Gonzalez Baro, L. Lezama, T. Rojo. P. A. M. Williams, E.G.
Ferrer. “Synthesis, Chemical Speciation and SOD Assays of Tricarballyilic acid-
Copper (ll) and Imidazol-Tricarballylic acid-Copper(ll) complexes”. J. Inorg.
Biochem., 103:219-226 (2009).

2) E.G. Ferrer, N. Baeza, L.G. Naso , E.E. Castellano, O. E. Piro , P.AM.
Williams.”Superoxidedismutase-mimetic  Copper (lI) complexes containing
saccharinate and 4-aminopyridine/4-cyanopyridine". J. Trace Elem. Med. Biol., 24:
20-26 (2010).

3) P.A.M. Williams, L.G. Naso, G.A. Echeverria , E.G. Ferrer. Synthesis, vibrational
spectroscopy and crystal structure of zinc and sodium tricarboxylate coordination
polymers with the flexible ligand tricarballylate anion (TCA®)”. J. Mol. Struct.
978:124-130 (2010).

4) L.Naso, E.G. Ferrer, L. Lezama, T. Rojo, S.B. Etcheverry, P.A.M. Williams.
‘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.”J. Biol. Inorg. Chem., 15:889-902 (2010).

5) Naso LG, Ferrer EG, Butenko N, Cavaco |, Lezama L, Rojo T, Etcheverry SB,

Williams PA. “Antioxidant, DNA cleavage, and cellular effects of silibinin and a new
oxovanadium(IV)/silibinin complex”. J. Biol. Inorg. Chem., 16:653—668 (2011).

199



	Carátula.pdf
	2da página.pdf
	Agradecimientos.pdf
	tabla índice.pdf
	Objetivos.pdf
	Capítulo I. Introducción flavonoides-1.pdf
	Capítulo II. Vanadio.pdf
	Capítulo III a. Caracterización físicoquímica.pdf
	Capítulo III b. Capacidades antioxidantes.pdf
	Capítulo III c. Actividad biológica.pdf
	Capítulo IV. Cobre.pdf
	Capítulo V. Complejos de Cu.pdf
	Capítulo VII. Anexo.Zn.pdf
	Capítulo VII. Materiales y Métodos.pdf
	Publicaciones.pdf

