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Introduccién

Introduccion

La vida se origind en una atmosfera libre de oxigeno, por lo tanto los primeros
organismos que habitaron nuestro planeta, son considerados estrictamente anaerdbicos. El
oxigeno molecular presente en la atmésfera es un producto de la reaccién de fotosintesis.
Las cianobacterias, algas azul verdosas, son los organismos fotosintéticos mas primitivos
que se conocen. Sus antecesores evolucionaron en un mundo donde la invasion progresiva
de la biosfera por parte del oxigeno, obligd a las especies a adaptarse a ese gas
singularmente reactivo o bien a protegerse en la profundidad de barros o de aguas
estancadas. Indudablemente numerosas especies desaparecieron por no poseer la capacidad
de adaptarse a la presencia del oxigeno [1]. Como consecuencia, las especies aerébicas
evolucionaron. Pero como nada es casual en la Naturaleza, debemos remarcar que la
respiracién aerdbica provee a los organismos mecanismos que hacen mas eficiente el uso
de nutrientes. Asi, la mayoria de los organismos que se conocen en la actualidad son
aerobicos. Una de las principales causas de los efectos benéficos del oxigeno es su fuerte
poder oxidante. Esta caracteristica hace que el oxigeno se comporte como un eficiente
aceptor final de electrones en la cadena respiratoria. Sin embargo, esta misma propiedad lo
convierte en una amenaza para la supervivencia de los organismos. Pensar que el oxigeno
es toxico para los seres vivientes parece una extrafia paradoja. Pero lo cierto es que las
especies que deben adaptarse a una atmdsfera oxigenada, deben poseer elaborados
mecanismos de defensa contra la toxicidad del oxigeno.

Durante el transporte electrénico al oxigeno molecular a través de la cadena
respiratoria mitocondrial, el oxigeno tiende a reducirse a agua, mediante un proceso redox
que involucra la utilizaciéon de cuatro electrones. En efecto, la citocromo ¢ oxidasa, una
enzima que interviene en la mayoria de las oxidaciones celulares, transfiere los cuatro
electrones de una sola vez, por lo tanto se produce una reduccion total [2] de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

O, + 4H" + 4¢° - 2H,0 (1)

Sin embargo, muchas veces esta reduccidn resulta incompleta y durante la misma

se generan productos sumamente toxicos, tales como el anién superéxido y el peroxido de
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hidrégeno. Ambos son altamente reactivos y capaces de lesionar irreversiblemente a
diversas biomoléculas y sistemas celulares [3].

Ahora bien, una célula capaz de tolerar la presencia de oxigeno debe estar provista
de enzimas que le permitan consumir las especies quimicas tdxicas anteriormente
mencionadas. Ellas son:

1) Superoxido-dismutasa, que cataliza como su nombre lo indica la reaccion de

dismutacion del anién superdxido:
Oy + O + 2H" > H,O, + Oy (2)

Esta enzima se encuentra en dos formas, una en la mitocondria y otra en el citosol
extramitocondrial. La superéxido dismutasa (SOD) mitocondrial de los eucariotas es
semejante a la superdxido dismutasa de muchas bacterias, en lo que se refiere a su
contenido de Mn** y a la homologia de sus secuencias aminodcidas [4]. La forma de la
superoxido dismutasa del citosol tiene, por otra parte, una estructura completamente
diferente, y contiene Cu®* y Zn?* [5]. Por ultimo podemos mencionar que existe una tercera
superdxido dismutasa que contiene hierro en su sitio activo y que se encuentra usualmente
en c€lulas procariotas [6].

Estas enzimas se hallan presentes en concentraciones elevadas y son
extraordinariamente activas, sugiriendo que los radicales superdxido se estan produciendo
continuamente durante la reduccién enzimatica del oxigeno, y son rapidamente eliminados.

El peréxido de hidrégeno formado por la superoxido dismutasa puede ser eliminado

por dos tipos de enzimas:
2a) Catalasa, que cataliza la siguiente reaccion:

H,0; + H20; —» 2H,0 + O, (3)

2b) Peroxidasa, que catalizan la oxidacidn de sustratos organicos por medio de

agua oxigenada de acuerdo a la siguiente reaccién:

H,0, + bR — 2H,0 + R (4)

donde H3R es un compuesto organico.
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Entre los sustratos biologicos tipicos para las peroxidasas podemos mencionar
acidos grasos, aminas y fenoles.

Un grupo particular de peroxidasas ampliamente difundidas en la naturaleza lo
constituyen las haloperoxidasas cuyos sustratos son los iones haluros. Estas enzimas
catalizan la halogenacion de sustratos organicos con ayuda de agua oxigenada, de acuerdo

a la siguiente ecuacién general:

RH+ HO0, + X +H - RX+2H0 (5)

Estas enzimas suelen clasificarse de acuerdo al rango de ion haluro, X', que pueden
utilizar:

1) Cloroperoxidasas: CI', Br', I’

2) Bromoperoxidasas: Br', I

3) lodoperoxidasas: I’

Desde el punto de vista estructural, estas haloperoxidasas contienen generalmente
Fe(IIl) incorporado a la protoporfirina IX [7].

Sin embargo, recientemente se han descubierto haloperoxidasas que contienen
vanadio (V) en su sitio activo [8-10]. La primera y mas estudiada fue descubierta en el afio
1983 por Vilter y col. en el alga Ascophillum nodosum [8-10]. Mas tarde se las encontraron
presentes en otras algas marinas marrones [11], en algas rojas [12] y en liquenes terrestres
[13].

La Quimica Bioinorganica es una rama interdisciplinaria de la Quimica que se
ocupa de una amplia gama de problemas ubicados en la interfase entre la Quimica y las
Ciencias Bioldgicas.

Uno de los desafios de la Bioinorganica es la obtencion de modelos que permitan
simular el comportamiento de sistemas naturales, que por su complejidad resultan dificiles
de caracterizar, de manera de poder lograr un conocimiento mas profundo acerca de los
mismos.

Si bien a través de estudios in vitro, por lo general no se puede reproducir

exactamente el funcionamiento y las caracteristicas de los complicados sistemas naturales,
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Introduccion

el andlisis de modelos ha aportado en muchos casos informacién clave para dilucidar los
mecanismos a través de los cuales ocurren muchos procesos biologicos fundamentales.

El objetivo del presente trabajo es entonces sintetizar modelos que permitan simular
o reproducir en forma parcial o total el comportamiento de la enzima Cu-Zn superdxido
dismutasa asi como bromoperoxidasas dependientes de vanadio y tratar de correlacionar la
actividad bioldgica de un sistema inorgdnico con las caracteristicas estructurales,
electronicas y quimicas del mismo.

Por este motivo el trabajo ha sido dividido en dos partes: La primera parte
dedicada al estudio de modelos con actividad superdxido dismutasa y la segunda parte

dedicada al estudio de modelos con actividad bromoperoxidasa.
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Introduccion

Origen y Toxicidad del Anion Superoxido

Durante largo tiempo se traté de explicar la toxicidad del oxigeno por la
formacion de radicales libres. Recién en 1968 se reconocido a uno de los principales
responsables de esa toxicidad: el anion superdxido (O;) [1]. En efecto, estudiando los
acidos a-OH sulfonicos, se vié que al adicionarlos a un homogeneizado de higado, se
disociaban dando el ion sulfito, que era rapidamente oxidado a ion sulfato por enzimas
presentes en el tejido hepatico [2]. Trabajos posteriores [3], demostraron que la oxidacion
de sulfito a sulfato ocurria por dos vias, una de ellas muy rapida que tenia lugar atiin a bajas
concentraciones de iones sulfito (catalizada por la enzima sulfito oxidasa); la otra era una
via totalmente insélita, ya que la velocidad aumentaba a medida que aumentaba la
concentracion de sulfito, sin lograr saturacion de enzima por sustrato como ocurre
normalmente en las reacciones de tipo enzimatico. Después de varios afios [4], se postulo
que una enzima del higado, la xantina-oxidasa (XO), que interviene en la oxidacién de
xantina a acido urico (ec. 1), era la responsable de la produccion de radicales superdxido,

los que mediante una reaccion en cadena oxidan a los iones sulfito.

OH OH
NZ N X0 NZ N
| \>7H + H0 —— | \>70H + 2HY + 2e ¢))
x N x N
HO N HO N
xantina acido drico

La xantina oxidasa es una flavoproteina que contiene molibdeno en su sitio activo y
la oxidacion ocurre sobre el cofactor de molibdeno, en el cual el Mo(VI) pasa a Mo(1V),
dado que la xantina es oxidada por dos electrones. El Mo(IV) es reoxidado por una
transferencia electrénica interna. El oxidante, usualmente una molécula de oxigeno, extrae
electrones de la enzima, para formar el anion superdxido, en un proceso que involucra un
electron. Este radical superdxido es una especie altamente toxica en muchos sistemas
biologicos especialmente en aquellos casos donde estdn presentes iones metalicos de

transicion.
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El mecanismo mas cominmente aceptado para la toxicidad del anién se describe a

través de la reaccion de Haber-Weiss:

Mn+ + 02- N M(n-l)+ + 02 (2)
M®D" + H0, - M™ + OH + HO' 3)
0y + O, —» 0O, + OH + HO 4)

En el primer paso de este esquema, el anidon superdxido reacciona con iones
metalicos tales como Cu(ll) o Fe(Ill), presentes en cantidades traza en las células para
formar el correspondiente ion metalico reducido. En el segundo paso de la reaccidn, el
peroxido de hidrogeno es reducido por el cation para dar ion hidréxido y un radical
hidréxido. Esta dltima especie es deficiente en electrones y consecuentemente un poderoso
oxidante, asi como también un iniciador de reacciones por radicales libres. De esta manera
la formacion del radical hidréxido en la célula es algo que debe ser evitado.

En 1969 MC Cord y Fridovich [5] demostraron la existencia de una proteina que
evitaba la formacion de los peligrosos radicales superéxido, mediante una reaccion de
dismutacion, y la llamaron super6xido dismutasa.

Sin embargo, esta enzima habia sido reportada por primera vez ya en 1938 por
Mann y Keilin [6], quienes la aislaron de eritrocitos de bovino. Estos autores no
encontraron ninguna actividad enzimatica para esta sustancia. El color azul verdoso sugeria
la presencia de iones Cu™ y en efecto, se determiné que contenia un 0,34% de Cu y fue
llamada hemocupreina. Posteriormente se aislaron de eritrocitos de humanos
(eritrocupreina) [7,8], de cerebro humano (cerebrocupreina) [9], de higado de bovinos [6] y
equinos (hepatocupreinas) [10], todas con las mismas caracteristicas que la hemocupreina.
En 1970 se descubrié que el sitio activo de la proteina contenia ademas de iones Cu®",
iones Zn*" [11].

Aparte de la enzima Cu-Zn superéxido dismutasa (Cu-Zn SOD) que discutiremos a
continuacion, vale la pena mencionar que posteriormente Fridovich y col. identificaron y
aislaron otros dos tipos de superdxido dismutasas, una conteniendo manganeso [12] y otra

hierro [13] en sus sitios activos.
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Cu-Zn Superoxido Dismutasa

La SOD que contiene Cu-Zn en su sitio activo es una proteina particularmente
atractiva para estudios bioinorganicos [14]. Es abundante en casi todas las células
eucariotas y es relativamente facil de aislar. Es muy soluble y tiene una alta estabilidad
térmica. Ademads tiene uniones de iones metalicos en una Unica e interesante configuracion
y la proteina libre de los metales o sea la apoproteina acepta facilmente iones metalicos en
el lugar de los iones nativos Cu”* y Zn®*, lo que resulta sumamente (til para realizar

estudios espectroscopicos [14].

Propiedades Estructurales y Espectroscopicas
Caracteristicas Estructurales

Richardson y colaboradores [15] determinaron por estudios de rayos X la estructura
de la forma oxidada Cu®" de la enzima de eritrocitos de bovinos con 2A de resolucién.

Posee un peso molecular de 34000 Dalton y esta constituida por dos subunidades
idénticas cada una de las cuales contiene un tomo de cobre y otro de zinc. El ion Cu* esta
unido a cuatro atomos de nitrégeno imidazolinico que provienen de los restos de histidina
44, 46, 61 y 118. Ademas, una molécula de agua coordina con el cobre dando al ion una
geometria cuadrado plana distorsionada lo que seguramente aumenta la reactividad de este
sitio. La esfera de coordinacion del zinc esta constituida por tres atomos de nitrogeno
imidazolinico provenientes de los restos de histidina 61,69 y 78, asi como también a un
grupo carboxilato que proviene de un residuo de acido aspartico 81, lo que le confiere una
geometria de un tetraedro bastante regular. Ambos centros metalicos estan unidos por un
puente de imidazol deprotonado, el anillo de imidazol de la histidina 61, lo cual conduce a

un complejo binuclear tal como se muestra en la Fig. 1.
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Figura 1. Esquema del sitio bimetdlico de la Cu-Zn SOD. Tomado de cita [16]

Hay numerosas evidencias que sugieren, con toda claridad, que el cobre es
realmente el sitio activo donde ocurre la dismutaciéon [17]. Por lo tanto el zinc debe
desempefiar un papel meramente estructural ayudando a generar condiciones geométricas
Optimas que faciliten la reaccién. Durante la misma se supone que el anién superéxido
llega al sitio activo a través de lo que se llama mecanismo de guia electrostatica.

Los estudios de rayos X indican que las cadenas laterales cargadas positivamente de
Arg 141, Lys 120 y Lys 134 estan ubicadas del Cu®* a una distancia de 5, 12 y 13 A
respectivamente. Estos residuos de aminoécidos cargados positivamente y ubicados tan
cercanos al sitio activo serian los encargados de guiar al anién superéxido hacia dicho
sitio. Una evidencia que soporta esta hipotesis es que la modificacion quimica de estos
residuos cargados positivamente resulta en una disminucion de la actividad enzimatica de
la SOD. Esto explica también por qué ciertos aniones, de cargas elevadas, como el
ortofosfato o los vanadatos, inhiben fuertemente a la enzima, bloqueando de alguna manera

el transporte del sustrato [17]. Algunos otros ligandos pequefios tales como el fluoruro o el
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cianuro, son también capaces de inhibir el sistema, aunque en este caso, probablemente,

acttian bloqueando directamente el sitio activo [14].

Caracteristicas Espectroscopicas

Espectro Electronico

Los estudios de espectroscopia de absorcidn electronica en la region UV-Visible
han sido particularmente informativos acerca de la naturaleza de la region de las uniones
metalicas [14].

Recordemos que el Cu(Il) es un elemento de transicion d° y sus transiciones
d-d generalmente ocurren en la region visible del espectro. Los complejos de coordinacién
que contienen Cu(Il) coordinado con nitrogeno como ligando donor generalmente tienen
una transicién d-d en la region del espectro entre 500 y 600 nm y su centro de coordinacion
tiene una geometria tetragonal. En el caso de la enzima Cu-Zn SOD (Fig. 2A) se observa
una banda de absorcion a 680 nm (14.700 cm’™"), consistente con la coordinacion del cobre
por cuatro atomos de nitrogeno, pero el coeficiente de extincion (155 L mol™ cm™), es
relativamente elevado, sugiriendo una cierta asimetria de la esfera de coordinacién [17].
Asi, el espectro Optico de la enzima nativa es consistente con los resultados de la estructura
cristalina discutidos anteriormente.

Esta espectroscopia ha aportado valiosos resultados cuando se estudié los espectros
de los derivados de la enzima sustituida en uno o en los dos sitios metalicos por otros
cationes [17].

Estos derivados pueden ser divididos en cuatro clases:

1) Cu; M; SOD, donde M= Zn, Co, Cd y Hg

2) Cuy E; SOD, donde E significa sitio vacio.

3) Ag, Cu; SOD

4) Cu; Cu; SOD

Todos los derivados de la clase 1 retienen la banda en aproximadamente 680 nm,
sugiriendo que los diferentes metales M que reemplazan al Zn (II) no ocasionan cambios
apreciables sobre el sitio del cobre. En cambio en la proteina libre de zinc (Fig. 2B), o sea

los derivados de la clase 2, esa banda se desplaza a 700 nm (14.300 cm™),
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presumiblemente debido a una pequefia variacion en la fuerza del campo de ligandos,

debido a la protonacion del puente imidazolato (de la His 61) al extraer el zinc:

(His)sCuI)—N, _ N—H ——> (His);Cu(Il)—N,

Otro cambio que ocurre en el espectro UV- Visible cuando el Zn (II) es removido,
es la desaparicion de un hombro a 417 nm (24.000 cm™). Este hombro esta presente en
todos los derivados de la clase 1 y se cree que es debido a una transicion de transferencia
de carga del imidazolato al cobre. Los derivados de la clase 3, en ¢l cual el cobre pasa a
ocupar el sitio del Zinc y su lugar es ocupado por Ag (I) (Fig. 2C), muestra que la tipica
banda del cobre (II) se desplaza fuertemente al IR cercano con un maximo en 820 nm
(12.174 cm™), indicando que la geometria es practicamente tetraédrica [17]. Finalmente los
derivados de la clase 4, en los cuales ambos sitios estan ocupados por cobre (II), muestran
un espectro de dos bandas muy similar al obtenido sumando el espectro de la enzima
nativa y el espectro de los derivados de la clase 3 (Fig. 3).

Todos estos resultados muestran, por un lado, que el Cu (II) en el sitio del cobre
tiene una geometria definida diferente a la que tiene el sitio del Zn (II), y por otro lado, que
estas diferentes geometrias no se alteran apreciablemente por sustituciones en el otro sitio

metalico.
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Figura 2. Espectro de absorcion UV-Vis: (4) de la enzima nativa Cu-Zn SOD, (B) del

derivado libre de Zn Cu(ll), E, SOD, (C) del derivado Ag(l), Cu(Il), SOD.
Tomado de cita [16]
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Figura 3. Comparacion de los espectros de absorcion visible de Cu(ll), Cu(ll), SOD
(-----) con el de la enzima nativa (— ) y con el derivado Ag(l); Cu(ll), SOD
(......). También se incluye el espectro obtenido al sumar el espectro de la
enzima nativa y el derivado de la clase 3 (-.-.-.). Tomado de cita [16]

Espectroscopia de
Resonancia Paramagnética Electronico (EPR)

Esta técnica también ha aportado valiosa informacion para la caracterizacion de la
enzima [14]. El espectro de resonancia paramagnética electronica correspondiente que se
muestra en la Fig. 4 es consistente con los espectros UV-visible y de rayos X. El
desdoblamiento de la resonancia de g // es debido al acoplamiento de la estructura
hiperfina entre el electron desapareado del Cu (II) y el espin nuclear del cobre (I =3/2). El
valor de A // (130 G) es intermedio entre el valor mas alto observado para el centro
tetragonal en Cu(Il)N,4 y uno maés bajo observado en las proteinas que contienen Cu(l) [17].
Estos valores intermedios se deben probablemente a la desviacion relativamente grande de
la geometria tetragonal observada en la estructura determinada por rayos X. El gran
ensanchamiento de la linea observada en la region de g, indica que el entorno del cobre es

rombico distorsionado.

Los derivados del tipo CuyE; SOD, obtenidos al remover el zinc de la enzima,
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Figura 4. Espectro EPR de Cu-Zn SOD a 77 K. Tomado de cita [16]

tienen un espectro EPR que si bien es similar al de la enzima nativa, esta mas cerca de los
espectros tipicos de Cu(II)N4 Posiblemente estos cambios observados se deban a la
relajacion de algunos factores que ocasiona el cobre al estar en un entormo distorsionado lo
cual le permite ajustar sus ligandos a una coordinacion tetragonal mas favorable, lo que
muestra la importancia del zinc como factor estructural.

El espectro EPR debido al cobre en el sitio del zinc (derivado Agy Cu; SOD) indica
que es rombico, lo cual es consistente con las conclusiones obtenidas en el espectro visible
que indican que el sitio del zinc es tetraédrico [17].

Por ultimo el espectro del derivado Cu; Cu; SOD a 77K es completamente
diferente de cualquiera de los otros derivados, porque los espines desapareados de los dos
iones Cu®" se acoplan magnéticamente a través del puente imidazolato resultando un
espectro EPR triplete. En efecto, a temperatura ambiente este espectro desaparece

completamente debido a la interaccion de los dos centros paramagnéticos.

Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN H')

Estos espectros han provisto también considerable informacién acerca de los
derivados reducidos de la enzima que contienen Cu(l), ya que la proteina en la forma

oxidada (Cu(Il)), da espectros de RMN H', en los cuales la resonancia de la region de las
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uniones metalicas se ensanchan debido al paramagnetismo del centro de Cu(Il). Las
resonancias de los protones de las histidinas son en general muy informativos por que ellos
aparecen en una region relativamente despejada del espectro (entre 8,5 y 5,5 ppm), y
también por que seis de las ocho histidinas por subunidad actian como ligandos del ion
metalico en la enzima nativa. Otra propiedad til de los residuos de histidina es que la
resonancia de los protones de los C2 y C4 son muy sensibles a la protonacion del imidazol

para dar imidazolio (ec. 6), reaccion que en ausencia de iones metalicos unidos al imidazol

ocurre con un pH alrededor de 7.

5 4 5 4

N, N + H' NN (6)
H N\F HT 7 K

123 123
imidazol imidazolio

Consecuentemente la resonancia de un proton de histidina que proviene de un metal
coordinado con imidazol puede ser distinguido de los imidazoles libres sobre la base de su
comportamiento en las titulaciones acido-base. Cass y col.[18] fueron capaces de asignar
resonancias que provienen de histidina ligadas al cobre y al zinc al examinar el

comportamiento de la enzima nativa y de la apoproteina frente a los cambios de pH.

Mecanismo y actividad enzimdtica

El radical superoxido es inestable en medio acuoso y se dismuta espontdneamente
dando oxigeno y peroxido de hidrogeno a pH= 7,4, con una velocidad aproximada de
2 x 10° M s' [19]. Esta dismutacién involucra la reaccién directa de dos iones Oy’ y es
impedida por la repulsion electrostatica entre los dos aniones. La velocidad de dismutacion
in vivo sin catalizador también es afectada por la baja concentracion del anién superéxido
(menor de 10™'° M) en el estado estacionario [19]. La enzima SOD resuelve este problema
al alternar la reduccion y la oxidacion de la enzima durante sucesivos encuentros con el
ani6n superdxido, catalizando asi la transferencia electronica entre dos aniones sin requerir

interaccion directa entre ellos.
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La ecuacion para el mecanismo de la catélisis ha sido determinada por radidlisis de
pulso [20-22] y generalmente estd de acuerdo con un compromiso de alternancia entre los
estados de oxidacion Cu(l) y Cu(ll) en el sitio activo de la proteina, lo cual puede ser

descripto formalmente como sigue:

Enz-Cu(ll) + O, — Enz-Cu(l) + O, N
Enz-Cu(l) + O;” +2H" — Enz-Cu(ll) + H;0, (8)
20,7 + 2H" - 0, + H;0, 9

Fielden y col. [22] mostraron que la velocidad total de la reaccion es 2x10° M 5! y
esta limitada solamente por la difusion del anién O, hacia el sitio activo de la proteina. Si
comparamos la velocidad de dismutacion esponténea con la de la reaccién enzimatica a pH
fisiologico, se observa que la enzima incrementa la velocidad de la reaccién sin catalizar
en aproximadamente 10.000 veces.

Si observamos la ecuacion 8 en la cual el Cu(l) es oxidado, parece 16gico pensar
que es necesario que primero se una el Cu(l) con el anién O, antes de que se produzca la

transferencia electronica tal como se indica a continuacion:
Cu(l) + Oy > Cu (II)-022' (10)

El anion peroxido formado en la reaccion es extremadamente basico, por lo tanto
debe adquirir un protén para poder disociarse de las proximidades del ion Cu®*.

Mc Adam y col. [23] a través de un ingenioso experimento mostraron que el puente
de imidazol se abre y se cierra durante cada ciclo catalitico y observaron que la apertura
del puente durante la reaccioén ocurria a la misma velocidad con que el anidon superdxido
reducia al ion Cu(Il) y se restauraba con la misma velocidad con la que el anién oxidaba al
ion Cu(l). El mecanismo de la apertura y cierre del puente imidazol durante el ciclo
catalitico se representa a través de las ecuaciones 11 y 12. Estos autores propusieron
entonces que la histidina 61, es decir el puente de imidazol en la forma oxidada de la

enzima, sea la fuente de ese proton.
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Cu(ll)—Ni—.:N—2zn(ll) + O, + H* — Cu(I) H—N_ _N—2zn(I) + 0, (11)

Cu(I) H—N N—zn(ll) + 0, — Cu(Il)—N_— _N—2Zn(lI) + H O, (12)

AN+ 0 s NG

La coordinacion de un atomo de nitrégeno de la histidina con Zn(II) disminuye el
pK. de los otros atomos de nitrogeno de 14 a aproximadamente 7 a 10. Consecuentemente,
el segundo atomo de nitrégeno preferird unirse a un protén mas que a un ion Cu’, lo cual
conduce a la apertura del puente.

La reoxidacion de Cu(I) a Cu(ll) reforma el puente, lo cual conduce a la
transferencia del protén al ion perdxido el cual es liberado como H,0,. Este mecanismo
crea un sitio abierto en el centro de Cu(I) que puede unir al anién superéxido obviando de
esta manera la necesidad de crear un estado de transicidn pentacoordinado, lo cual es
desfavorable energéticamente. La protonacion del ion superdxido en este segundo paso
hace que ambas reacciones sean termodindmicamente factibles.

El potencial redox para la cupla O,/ Oy es -0,33 V y para O, / H;O, es + 0,89V.
Asi cualquier metal que tenga una quimica redox de un electrén entre estados M™ y
M™* 'y cuyos potenciales estén comprendidos entre -0,3 < E° < + 09 V, serd
termodindmicamente capaz de actuar como una superoxido dismutasa. Por este motivo no
es sorprendente que ademas de la Cu-Zn SOD existan en la naturaleza otras dos superéxido

dismutasas con sitio activo de hierro (Fe-SOD) y manganeso (Mn-SOD).

Fe-superoxido dismutasa

La estructura tridimensional de la superoéxido dismutasa que contiene hierro en su
sitio activo fue estudiada por Stallings y col. [24]. Esta enzima posee dos subunidades
idénticas de peso molecular 20.000 D, y se encuentra usualmente en células procariotas. El

hierro en coordinacién tetraédrica, estd ligado a cuatro cadenas proteicas a través de dos
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nitrogenos terminales de dos hélices entrecruzadas. La tercera y cuarta coordinacion se
realiza a través del carbono terminal de residuos de aminoacidos del principio y del final
del enrrollamiento (. Asi, el sitio activo define una interfase del nitrégeno y carbono
terminal como se muestra en la Fig. 5A. Aparentemente un lado del Fe (III) esta
parcialmente abierto y tiene facilidad para interactuar con ligandos adicionales. Como se
muestra en la Fig. 5B este lado se encuentra por debajo del ion férrico y aparece expuesto
al solvente y a la interfase del dimero. Medidas de resonancia magnética nuclear [25]
realizadas a pH 7, indicaron que el agua se liga al Fe (III) pero a 3 A de resolucién no es
posible distinguir con claridad si lo observado se debe realmente a agua ligada. Otros
estudios [26,27] demostraron que el ion azida puede unirse a la cara abierta del Fe (III) por

lo que estos autores propusieron que el ion superdéxido se une en la misma region [28].

Mn-superoxido dismutasa

La tercera superéxido dismutasa conocida contiene manganeso en su sitio activo.
De ella fueron aisladas dos tipos de metaloenzimas; una de ellas, de peso molecular 80.000
Dalton, con cuatro subunidades idénticas. Esta fue purificada a partir de S. Cereviciae [29]
y de Acholeplasma laidlawii [30]. La otra, de peso molecular 40.000 Dalton, con dos
subunidades idénticas fue aislada de E. coli [31]. Superéxido dismutasas que contienen
manganeso se encuentran ademas en las mitocondrias de las células eucariotas. Esta clase
de SOD posee la particularidad de no ser inhibida por el ion cianuro, contrariamente a lo
que ocurre con la Cw/Zn SOD [32]. Estudios de espectroscopia de resonancia de espin
electronico (EPR), [12] sobre la enzima de E. coli que contiene manganeso, no permiten
llegar a resultados concluyentes sobre el estado de oxidacion del manganeso en la enzima

nativa.

Pdg.19



Primera Parte
Superdxido Dismutasa

Figura 5A. Vista estereoscopica de la densidad electronica del sitio activo de la Fe-SOD
de Escherichia coli (69,148 y 152 residuos de aa coordinados al Fe). Tomado
de cita [ 23]

Figura 5B. Vista estereosciopica del sitio activo de la Fe-SOD, mostrando la region de la
azida. (69,148 y 152 residuos de aa coordinados al Fe). Tomado de cita {23]
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El hecho que el Mn en la enzima nativa no da sefial de EPR puede ser explicado en
términos de que el metal podria estar presente como Mn(Il) o Mn(III). Si se encontrara
como Mn(Ill) podria ser reducido por desnaturalizacién de la enzima, dando la sefial
caracteristica de Mn(Il). Si bien el Mn(Il) es una especie paramagnética, no necesita
producir una sefial si esta fuertemente ligado a la proteina y por lo tanto inmovilizado
dentro de su campo ligando. Un efecto sobre la sefial de EPR de Mn(ll) ligado se observé
en el caso de la concanavalina A [33]. Una consideracion adicional debida al croméforo
visible, lleva a la suposicion que ¢l Mn en la enzima nativa puede encontrarse como
Mn(III). Esto estd basado en la observacion que el color rojo purpura, que muestra esta
metaloproteina, es mas caracteristico de los complejos de Mn(Ill) [34], que de los de
Mn(II).

Estudios realizados de la enzima Mn SOD aislada de 7. thermophilus [35], indican
una estructura similar al de la enzima Fe SOD, con una disposicion andloga del metal y los
ligandos. Tanto el sito activo de la enzima que contiene Fe como el de la que contiene Mn
parecen tener cierta similitud con el sitio activo de la Cu/Zn SOD, en los siguientes
aspectos: a) cuatro cadenas laterales de proteinas actiian como ligandos del metal y b) una
molécula de agua ubicada en posicién axial, actiia como el quinto ligando del metal. Asi, la
disposicion general de los ligandos en las tres enzimas, alrededor del metal, origina una
geometria cuadrado plano distorsionada, con una molécula de agua unida al mismo en
posicion axial. Estas similitudes nos permiten especular que estas enzimas pueden catalizar
la reaccion de dismutacidon del anidén superdxido con un mecanismo similar al descripto
para la enzima que contiene Cu(lIl) y Zn(II) en su sitio activo.

Como habiamos mencionado anteriormente cuando el oxigeno se reduce a lo largo
del metabolismo celular aparecen componentes perjudiciales tales como radical anion
superoxido, radical hidroxido y perdxido de hidrégeno, los cuales se ha demostrado que
juegan un importante rol en una gran variedad de procesos patoldogicos [36-39] tales como
inflamaciones, ulceras, procesos tumorales, artritis reumatoidea, envejecimiento precoz
etc. Asimismo, se ha sugerido que estos procesos podrian estar relacionados con una
disminucion de la actividad de SOD, lo que trae como consecuencia un aumento de la
concentracion local de anién superodxido.

Uno podria esperar entonces que estos cuadros cedieran ante la administracién de
la enzima natural [40,41]. En efecto, la enzima Cu/Zn-SOD ha sido propuesta para usos

clinicos pero desafortunadamente esto no es posible por dos motivos:
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1) Inyectada en forma intravenosa desaparece de circulacion en algunos minutos
[42].

2) Tiene un peso molecular demasiado alto para atravesar la membrana celular [43]
y puede solamente proveer proteccion extracelular [44].

Por estas razones surge la importancia de buscar compuestos de bajo peso
molecular, que puedan atravesar la membrana celular, y que simulen la actividad de la
enzima para su posterior aplicacion farmacolégica.

La presencia de Cu, Fe, o Mn en el sitio activo de esta enzima ha concentrado la
atencion en el uso de estos metales y sus quelatos de bajo peso molecular, como
compuestos que sean capaces de sustituir eficientemente a la SOD.

En los ultimos diez o quince afios se ha evaluado la actividad antiinflamatoria,
antiulcerosa, antitumoral, antiartritica y anticonvulsionante de una gran cantidad de
complejos de cobre con aminoacidos esenciales, o con otros ligandos sencillos (acetato,
antranilatos, salicilato, D-penicilamina, citrato, tiomalato, tiourea, etc.) [45]. Especialmente
interesante es la observacion de que la actividad de este tipo de complejos de cobre es
siempre superior a la de los ligandos aislados cuando estos de por si la presentan (por ej.
penicilamina, aspirina) y que generan esta actividad cuando el ligando solo no la posee
(por ¢j. aminodacidos). Parece posible, que la actividad antiinflamatoria que poseen ciertos
ligandos organicos podria tener su origen en la formacién preliminar in vivo de los
correspondientes complejos de cobre [46-49].

En el caso de las drogas conteniendo cobre, no se comprenden todavia con claridad
los mecanismos de su accidn terapéutica habiéndose sugerido, entre otras posibilidades,
que los complejos sean capaces de inducir la actividad de la lisil-oxidasa [50] (una
cuproproteina involucrada en la sintesis del coldgeno y la elastina), como manera de
recuperar el tejido afectado, o de modular la sintesis de la prostaglandina (la presencia de
cobre parece reducir la sintesis de la prostaglandina-proinflamatoria, PGE,, aumentando
concomitantemente la de la prostaglandina-antiinflamatoria PGF,,) [51-54]. Se ha
sugerido entonces, que estos compuestos de cobre pueden reemplazar eficientemente a la
SOD en aquellos procesos patologicos en los cuales la concentracion local de aniéon O, sea

bastante alta.
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11.Introduccion

La sacarina (o-sulfobenzimida, Fig. 1) es uno de los edulcorantes sintéticos mas
ampliamente difundidos y utilizado. Su quimica ha recibido muchisima atencién, debido a
la facilidad con que interacciona con practicamente todos los biometales importantes y aun
con muchos elementos considerados téxicos para los organismos superiores. Y, por otra
parte, durante mucho tiempo se sospechd que poseia actividad cancerigena [1-4] lo que

generd e impulsé numerosos y variados estudios en torno a ella.

0
I
C
\
NH
S/
g o

Figura.1- Esquema de la estructura de la sacarina (o-sulfobenzimida)

Hasta el presente, se ha logrado acumular una importante cantidad de informacion
estructural en torno a los complejos metalicos de la sacarina [S]. Sin embargo, en este
trabajo hemos restringido nuestra atencion a algunos sacarinatos de cationes divalentes de
la primera serie de transicion, y entre ellos, solamente a los mononucleares, dado que
existen algunos ejemplos de complejos de este tipo en los que el anién sacarinato actua
como puente (a través del atomo de N deprotonado y del oxigeno carboxilico) entre dos
centros metalicos [6]. Se conoce toda la familia de complejos mononucleares, conteniendo
el anién sacarinato (sac), de férmula general [MN(C;HNO;38),(H,0)4]. 2H,0, con MW =
V [7], Cr [7], Mn [8], Fe [9], Co [9], Ni [9], Cu [9], Zn [10].
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En el caso del complejo Cu(ll) la estructura fue recientemente refinada por
difraccién de neutrones [11] y también se investigd su espectro de EPR en monocristales
[12].

Para el compuesto analogo de Fe (II) se estudié el espectro Mésbauer de *’Fe [13] y
se analizaron detalles de su comportamiento vibracional en base a medidas de espectros
Raman y de resonancia Raman [14]. Y, por otra parte, para un gran nimero de complejos
de este tipo se investigd también el comportamiento magnético en un amplio intervalo de
temperaturas y se analizaron sus espectros electronicos de absorcion [15]. También
lograron establecerse correlaciones de interés entre las caracteristicas estructurales y el
comportamiento espectroscopico-vibracional [16,17]. Mas recientemente, fue investigado
también su comportamiento térmico [18].

Para complementar todos estos estudios parecié interesante investigar la actividad
superdxido dismutasa (SOD) de estos complejos y esa investigacion constituye el tema de

este primer capitulo de nuestro trabajo.

1.2. Caracteristicas Estructurales

Todos los complejos de estequiometria [M(sac),(H;0)4].2H,0 conteniendo un
cation divalente de la primera serie de transicidn pertenecen al sistema cristalino
monoclinico P2,/c y Z=2 [7-10]. Los cationes metalicos se ubican en un centro de
inversion cristalografico y presentan una coordinacion octaédrica distorsionada. Las cuatro
moléculas de agua se ubican en el plano ecuatorial mientras que los dos aniones sacarinato
se ubican en posicion frans en las dos posiciones apicales de ese poliedro, coordinado a
través de sus atomos de nitrogeno, como se muestra en la Fig. 2.

Las distancias M-N decrecen mas o menos regularmente al pasar del V(II) al
Cu(Il) y luego aumentan un poco al pasar del Cu(Il) al Zn(Il), en buen acuerdo con las
variaciones del tamafio i6nico. Solo en el Mn(Il) (configuracion electronica d°) se observa
una pequefia irregularidad [8]. En cuanto a las distancias M-O, en todos los casos se
presentan dos enlaces ligeramente mas cortos que los otros dos pero, en general, las
magnitudes resultan comparables al pasar de un complejo a otro. Sélo en el caso del Cr(Il)
(d") y del Cu (d°) las diferencias entre ambos pares de distancias son mucho mas marcadas,

seguramente como consecuencia de wuna fuerte distorsion de tipo Jahn-Teller.
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Independientemente de estas diferencias menores, Cotton y col. ya habian llamado la
atencion sobre la excepcional flexibilidad que tiene esta estructura [7], admitiendo una
importante variacion de tamafio idnico sin colapsar. En este contexto, es interesante
remarcar que también el Cd(Il) que es mucho mas voluminoso que los otros cationes

divalentes mencionados, también adopta el mismo tipo estructural [10].

Figura 2. Estructura de [Cu" (C.H;NO;S) ,(H>0) ,].2H;0 Tomado y modificado de cita [9]

13. Parte Experimental
13.1. Sintesis de los complejos

Estos compuestos se obtuvieron por reaccion de soluciones acuosas de la sal sodica
de la sacarina, con sales simples del metal (CH3COO", CI', NOj, etc.), de acuerdo al
procedimiento descripto por Haider y col. [19]. Los complejos fueron purificados por
doble recristalizacion a partir de agua y caracterizados por analisis quimico, espectroscopia

IR y electrénica [15].
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1.3.2. Determinacion de la actividad superoxido

La actividad superéxido dismutasa (SOD) fue ensayada por el método de
Beauchamp y Fridovich [20] y modificado por Imanari y col. [21,22]. Este método esta
basado en que SOD inhibe la reduccion del nitro-azul de tetrazolium (NBT) por el ion
superoxido generado en el sistema xantina / xantina oxidasa. La mezcla de reaccion
contiene 0,1 mL de xantina 3,00 mM; 0,1 mL de NBT 0,75 mM; 0,1 mL de la sal disédica
del acido etilendiaminotetracético (EDTA) 3 mM; 0,1 mL de albimina bovina 1,50
mg/mL; 1 mL de solucidon acuosa del complejo; se completa a volumen 3mL con buffer
carbonato 0,05 M de pH 10,2. Luego de una preincubacion de 10 minutos a 25 °C, se
agrega 0,1 mL de xantina oxidasa adecuadamente diluida (0,01 U/mL). La mezcla es
incubada durante 20 minutos a 28 °C. Para detener la reaccion se agregd 0,1 mL de CuCl,
6mM. La absorcion del NBT reducido se lee a una longitud de onda igual a 560 nm en un
espectrofotometro Gilford 250. Los valores de absorbancia son comparados con el control,
el cual no contiene muestra. Los blancos de reaccidn utilizados no contienen NBT, xantina
o xantina oxidasa.

Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima que causa el 50 % de
inhibicion de reduccion del NBT. Para evitar la interferencia, sobre la accion enzimatica,
por la presencia de iones metalicos contaminantes, se usdé agua bidestilada en la
preparacion de las soluciones y en el lavado del material de vidrio.

El EDTA se agrega comtinmente a los ensayos de este tipo para complejar el cobre
inorganico o débilmente unido que pudiera existir en el medio de reaccion y evitar asi que
dismute al anidon superdxido (el Cu(Il) por si sélo tiene la propiedad de dismutar este
anion), de manera que toda la actividad SOD medida corresponda al complejo estudiado.
En efecto, el EDTA es un ligando multidentado capaz de ocupar todas las posiciones de
coordinacion del Cu(Il) [23]. De esta manera al no existir posiciones disponibles, el anién
superoxido no tiene posibilidades de interactuar con el centro metalico. El agregado de
albumina en el sistema de reaccion tiene la finalidad de crear un medio semejante al
plasma.

Los resultados obtenidos para los distintos complejos estudiados se comparan
también con los obtenidos para la enzima SOD nativa, de eritrocitos de bovinos, ensayada
en las mismas condiciones experimentales.

Todas las drogas usadas para estos ensayos fueron provistas por Sigma.
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14. Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de inhibicidon en la reducciéon del NBT a
distintas concentraciones para todos los complejos estudiados. El 100 % de actividad Oy
corresponde al ensayo realizado en ausencia de complejo. En el caso de los compuestos de
Fe(II) y Mn(Il) se trabajé solamente hasta concentraciones del orden de 9 x 10° M, por
que a concentraciones mayores estos metales se hidrolizan, haciendo imposible la
determinacion experimental de la actividad SOD.

Para determinar la concentracion de complejo requerida para producir el 50 % de
inhibicién de la reaccidn (ICsg), se graficd el porcentaje de inhibicién en funcion del
logaritmo de la concentracion del metal tal como se muestra en la Fig. 3 para el caso del
complejo de cobre (II). Los valores obtenidos estan resumidos en la Tabla 2 en la cual
también se incluye el ICso = 1,02 x 10® M de la enzima nativa y las relaciones entre los
ICso de M(Il)-complejo y Cu(I1)-SOD.

Como se menciond, los datos experimentales para los complejos de hierro y
manganeso cubren un rango de concentraciones mas limitados que para los otros
complejos, por lo tanto la extrapolacion de ICsg de los graficos correspondientes esta sujeto
a cierta incertidumbre.

Un aspecto interesante que se observa en los datos presentados en la Tabla 1 y es
claro también en la Fig. 3 es el hecho de que hay una saturacion del centro metalico por el
sustrato cuando se aumenta la concentracién de complejo.

Por otra parte, los datos de la Tabla 2 muestran claramente que el complejo Cu(ll)-
sacarinato es la especie con mas alta actividad SOD. Esta actividad es practicamente el
doble que las encontradas para los respectivos sacarinatos de Ni(Il), Co(Il) y Zn(Il) y
mucho mas alta que las obtenidas para los de Fe(II) y Mn(II).

Estos resultados son interesantes por que muestran nuevamente que el Cu (II),

posee una capacidad intrinseca para catalizar la dismutacion del anion superoxido.
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Tabla 1. Resultados de los ensayos de actividad SOD para los diferentes complejos

[M'(Sac), (H,0),].2H;0
M(In Concentracion (M) % de Inhibicion
7,00 x 107 6,80
Ma 7,10 x 10"5’ 13,44
7,14 x 107 24,90
892x10° 49,04
7,00 x 107 10,75
7,10x 10° 14,16
Fe 2,32 x 107 35,93
3,21 x 107 41,96
3,39x 107 42,50
7,00 x 107 11,52
7,10 x 107 14,16
7,14 x 107 36,08
Co 1,25x 107 87,78
1,79 x 10™ 91,90
3,57x10% 93,69
7,14 x 10™ 94,26
7,00 x 107 14,30
7,10 x 10° 18,79
7,14 x 107 43,40
Ni 1,25 x 107 72,14
1,79 x 10™ 90,11
3,57 x 10° 91,00
7,14 x 10 91,54
7,00 x 107 10,90
7,10 x 10°® 19,21
3,16 x10° 78,10
Cu 7,14x 107 94.08
1,07 x 107 97,32
1,79 x 10™ 97,98
3,57 x 107 98.41
7,14 x 107 98,55
7,00 x 107 721
7,10 x 10°® 17,96
7,14 x 107 35,56
Zn 1,07 x 10™ 66,39
1,79 x 10° 94,42
3,57 x 10™ 97,26
7,14x 10" 97,84
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Figura 3. Representacion grdfica del porcentaje de inhibicion en la reduccion del NBT vs.
el log [Cu(l1l)].

Tabla 2. Concentracion de M(II) requerida para producir el 50 % de

Inhibicion
Ml ICs, IM] compieic/[Cti] s0p
Mn 8,92x 107 8745
Fe 1,01 x 107 9902
Co 3,98 x 10° 3902
Ni 3,16x 107 3098
Cu 1,25x 107 1225
Zn 2,95x 107 2892
Cu/SOD 1,02x 10 -

Debemos remarcar también que en el caso de los sistemas naturales que contienen
manganeso 0 hierro con funciéon SOD, estos metales estan presentes en las respectivas
metaloenzimas como cationes trivalentes [24]. Como los potenciales redox de las cuplas
Cu(Il)/Cu(l), Fe(Ill)/Fe(Il), o Mn(IITI)/Mn(Il) estan aproximadamente entre aquellos de las

cuplas O;/0, y O,7/H,0,, todos estos sistemas son capaces de producir dismutacion de

anion superoxido.
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Aunque hasta el presente el conocimiento de los aspectos mecanisticos de la
dismutaciéon de O, por iones metdlicos y complejos es muy limitado, algunas
generalidades son aparentes [25]. En efecto, para que un complejo metalico catalice la
dismutacion del anién O, debe cumplir con los siguientes requisitos:

1) El ligando o quelante debe permitir al anidén superdxido tener acceso directo al
ion metalico.

2) El ion metélico debe ser capaz tanto de ser oxidado como reducido por el anién
superdxido.

3) El proceso anterior debe ocurrir a velocidades mayores que la velocidad
espontdnea de dismutacion del anién superdxido.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la investigacion de la actividad SOD de
los sacarinatos metalicos es claro que el argumento establecido por el criterio 2 lo cumple
mejor la cupla Cu(Il)/Cu(l) que cualquiera de los otros pares redox investigados. Por
consiguiente hemos tratado de encontrar un argumento estructural para el complejo de
cobre que satisfaga el criterio 1. Indudablemente el cumplimiento de este criterio, influira
de alguna manera en el cumplimiento del criterio 3.

Las diferencias estructurales descriptas en parrafos anteriores, efectivamente nos
permiten especular que en el caso del complejo de cobre, que es la especie con mas alta
actividad SOD, las dos uniones Cu-OH, mas largas podrian facilitar el contacto del anién
Oy con el centro metalico al permitir un mas facil desplazamiento del ligando durante la
reaccion de dismutacion.

Por otro lado, todos estos resultados permiten especular que probablemente sélo la
interaccién con Cu (II) produce una reaccion tipo SOD mientras que los demas complejos
solo catalizarian, en cierta medida, la dismutacién espontanea del superoxido. Este ultimo
aspecto estaria justificado en el hecho de que el complejo de Zn (II) que no tiene
posibilidades de actuar como cupla redox, presenta una actividad comparable a los de
Co(Il) y Ni(II).

Finalmente, es interesante comentar que también se ha investigado el
comportamiento electroquimico de todos estos sacarinatos metalicos a efectos de obtener
mayor informacidon acerca de sus caracteristicas redox y correlacionarlos con su posible
actividad bioldgica [26].

Estos estudios se realizaron por medidas de voltametria ciclica, trabajando en

soluciones de dimetilformamida y empleando un electrodo de carbon vitreo como
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electrodo de trabajo. Tanto la oxidacion como la reduccion del centro de Cu(Il) ocurren en
etapas de un electron y son quasi-reversibles. La transferencia del segundo electrdn,
durante el proceso de reduccion, genera la descomposicion del complejo con pérdida de
ligando, junto con la electrodeposicion de cobre.

Por su parte, el complejo de Zinc (II) no mostré actividad redox en el rango de
potencial analizado (+1,3 a —1,9 V) mientras que la reduccion de los sacarinatos de Co(Il),
Fe(II) y Ni(Il) ocurre a potenciales muy negativos.

Es bien sabido que las hemireacciones:
0, +¢ >0, y Oy +2H — H0; (D

presentan potenciales normales de —0,45 V y +0,98 V, respectivamente y vale decir que
cualquier par redox con un potencial intermedio entre esos dos valores podra actuar como
catalizador para promover actividad SOD [27,28]. El estudio electroquimico que

comentamos mostré que sélo los complejos de Cu(ll) y Fe(Il) cumplen con esa condicion

[26].
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21.Introduccion

Se sabe desde hace mucho tiempo, que numerosos complejos de cobre con distintos
ligandos, entre ellos los aminoéacidos, poseen una efectiva actividad antirreumdtica y
antiinflamatoria [1-3]. Por otra parte, también se ha demostrado, que algunos de estos
complejos poseen una potente actividad SOD [1-3]. Varios investigadores, sugirieron que
el anion superoxido y los radicales libres relacionados a él, pueden contribuir
significantemente a la inflamacién crénica al promover la degradaciéon de los tejidos
conectivos [4,5]. Un posible modo de accién de los complejos de cobre usados como
drogas con actividad farmacolégica, seria su actividad de una superéxido dismutasa que
destruye radicales superéxido extracelulares [5].

Como parte de un proyecto de investigacion que se estd llevando a cabo
conjuntamente en el CEQUINOR vy en la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Repuiblica (Montevideo) destinado a la sintesis y caracterizacion de compuestos de cobre
con actividad farmacolédgica, hemos preparado una serie de complejos de Cu(II) con amino
acidos, a efectos de analizar sus propiedades fisicoquimicas generales [6-11] y algunos
aspectos de su comportamiento biologico. En este capitulo de la Tesis, hemos analizado la
actividad SOD de varios de estos complejos.

Recordemos que un aminoacido es, como su nombre lo indica, un compuesto que
contiene a la vez un grupo amino y un grupo acido. Desde el punto de vista bioldgico, los
unicos aminoacidos importante son los llamados o-aminoacidos de configuracion L. Es
decir, son aminoacidos en los que el grupo NH, esta unido al carbono vecino al grupo
carboxilo y ademas son especies L desde el punto de vista de su configuracion absoluta.

Los complejos estudiados tienen una formula general del tipo Cu(aa), o
Cu(aa),;.nH,0, donde aa es un aminoacido que contiene un residuo (R ) hidrofébico:
glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), isoleucina (Ile), o bien un residuo hidroxilico tal
como: tirosina (Tyr), treonina (Thr), o serina (Ser), cuyas formulas estan detalladas en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Formulas de los distintos aminodcidos usados como

ligandos
NH,-CHR-COOH

Glicina (Gly) R= H-
Alanina (Ala) R= CH;s-
Valina (Val) R= (CHj3),-CH-
Isoleucina (Ile) R= C;Hs-CH-CHj3-
Serina (Ser) R = HOCH,-
Tirosina (Tyr) R = HO-C¢Hy- CH,-
Treonina (Thr) R = HOCH(CHj3)-

22. Caracteristicas Estructurales

Las caracteristicas estructurales de la mayoria de los complejos estudiados son

conocidas excepto para el complejo con L-valina. En este ultimo caso, la informacién

espectroscopica sugiere caracteristicas estructurales similares a las del complejo Cu(Ala),

[8]. Toda esta informacion estd sintetizada en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas estructurales de los complejos investigados

CU(G ly)z. Hzo

Cu(Ala),

Cu(lle)z.HzO

Cu(Ser),

Cu(Tyr),

Sistema: ortorémbico, grupo espacial P2,2,2,, Z = 4. Disposicién del aminoéacido:
cis. Entorno del cobre: aproximadamente octaédrico; CuN,0,0’0” (O’ = atomo de
oxigeno proveniente de la molécula de agua; O” = interaccién débil con un oxigeno
de un grupo carboxilico adyacente [12].

Sistema: monoclinico, grupo espacial P2, Z = 2. Disposicién del aminoacido: trans.
Entorno del cobre: aproximadamente octaédrico; CuN,0,0,’ (O’= interaccion débil
con un oxigeno de un grupo carboxilico vecino [13].

Sistema: ortorémbico, grupo espacial P2,2,2,, Z = 4. Disposicion del aminoacido:
cis. Entorno del cobre: piramide de base cuadrada; CuN,0,0’ ( O’ = 4tomo de
oxigeno proveniente de la molécula de agua) [14].

Sistema: monoclinico, grupo espacial P2, Z = 2. Disposicién del amino4cido: cis.
Entorno del cobre: pirdmide de base cuadrada; CuN,O,. El ligando apical es un
oxigeno de un grupo carboxilico de la molécula de serina vecina [15].

Sistema: ortorémbico, grupo espacial P2,2,2,, Z = 4. Disposicion del aminoacido:
trans. Entorno del cobre: piramide de base cuadrada; CuN,O,. El ligando apical es
un oxigeno de un grupo carboxilico de la molécula de tirosina vecina [16].
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23. Parte Experimental
23.1. Sintesis de los complejos

Los complejos de cobre (II) con los aminoacidos Gly, Ala, Ser y Thr fueron
obtenidos a partir de la mezcla de soluciones acuosas de por ej. 0,01 moles del aminoacido
(en su forma L) con un exceso de carbonato basico de cobre, calentadas a ebullicién por
espacio de aproximadamente una hora. El exceso de CuCOs3.Cu(OH) fue separado por
filtracion, y la solucion remanente de un intenso color azul fue concentrada sobre un bario
de agua. Los complejos se obtuvieron por enfriamiento de la solucién concentrada [17].

Los complejos con los aminoacidos Val, Ile, y Tyr fueron preparados disolviendo
0,01 moles del aminoacido correspondiente en 10 mL de una soluciéon 0,1 M de NaOH, al
que luego se le agregaron 25 mL de una solucién 0,2 M de CuSOy4 [17]. Estos complejos
precipitan casi de inmediato.

Los complejos obtenidos, caracterizados por andlisis quimico, espectroscopia UV-
visible e infrarroja [7-9,11] y estudios termogravimétricos [7], responden a las siguientes
estequiometrias: Cu(Gly),.H,O, Cu(Ala);, Cu(Val);.H,O, Cu(Ser);, Cu(le);.H>0,
Cu(Tyr),, y Cu(Thr),;.H;O.

23.2. Determinacion de la actividad superdoxido

La actividad SOD se determiné usando la técnica detallada en el capitulo 1.

24. Resultados y Discusion

En la Tabla 3 se presentan los resultados de los ensayos de actividlad SOD
realizados para los siete complejos, a distintas concentraciones de los mismos. En la misma
se pueden apreciar los resultados de los porcentajes de inhibicion de la reduccion del NBT
correspondientes a dichas concentraciones. El 100 % de actividad SOD corresponde al

ensayo realizado en ausencia de complejo.
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Para determinar la concentracion de complejo requerida para producir el 50 % de
inhibicion de la reaccion se grafico el porcentaje de inhibicion vs. el logaritmo de la
concentracion del metal, tal como se muestra, a modo de ejemplo, en las Figuras 1 y 2 para
los complejos de glicina y valina respectivamente.

Estos graficos permiten una simple y rapida determinacion del valor de ICsy, los
cuales estan resumidos en la Tabla 4 en la cual también se incluye la concentracion de
Cu(Il) de la enzima SOD nativa que produce el 50 % de inhibicién de la reaccion,
(1,02 x 10 M), asi como también la relacién entre las concentraciones
( [Cu]complejo / [Cu]sop) que causan el 50 % de inhibicion.

Todos los complejos estudiados presentan una actividad SOD importante y muy
parecida entre ellas. Eso estaria de acuerdo con que practicamente todos tienen
caracteristicas estructurales similares. Por otra parte a partir de los datos de la Tabla 4 no
resultan claros los efectos de los diferentes ligandos sobre la actividad SOD. Esto sugiere
la necesidad de investigar un niimero mayor de compuestos de este tipo, a efectos de
alcanzar una mejor comprension de sus posibles efectos y/o acerca de sus eventuales
diferencias de actividad.

Por otro lado, en la utilizacién practica de este tipo de complejos también habria
que tener en cuenta otros factores, tales como su lipofilicidad. Algunos ensayos realizados
en este sentido [6] mostraron que la lipofilicidad de estos sistemas aumenta
aproximadamente con la complejidad del amino acido empleado como ligando. Y, lo que
es mas interesante, la lipofilicidad de los complejos de cobre es generalmente muy superior

a la de los ligandos libres.
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Tabla 3. Resultados de los ensayos de actividad SOD a diferentes concentraciones de los

complejos

Complejo Concentracion (M) % de Inhibicion

7,00 x 107 7,39

7,10x 10°® 14,64

7,14 x 10': 22,53

8,92 x 107 32,50

Cu(Gly),.H;O 1,07 x 107 96,40

1,79 x 10 97,19

3,57x10* 98,48

7.14x 10 98,55

7,14 x 107 5,53

7.14 x 10"5S 14,79

7.14x 10° 26,72

Cu(Ala), 8,92 x 10 98,09

1,07 x 10 98,19

7,14x10* 98,66

7,00 x 107 3,31

7,10 x 10°® 3,89

7,14 x 10° 18,87

Cu(Val),.H,O 8,92x 107 65,87

1,07 x 10* 98,54

1,79 x 10* 98,54

3.57x10* 99,42

7.00x 107 8,53

7,10x 10°® 12,88

7,14 x 10° 19,33

Cu(lle),.H,O 8,92x 107 36,38

1,07 x 10™ 97,94

1,79 x 10 98,56

7.14x 10 99,03

4,43 x 107 3.29

443 x10° 6,78

4,43 x 10 8,92

Cu(Ser), 6,64 x 10°° 28,29

1,11 x10* 97,29

221x10* 99,42

443 x10* 99,45

6,67x 107 3,79

6,67 x 10° 5,15

2,67x10° 9,24

3,33 x 10': 20,03

4,00 x 10° 55,48

Cu(Tyr), 6,00 x 10° 88,28

6,67 x 107 92,05

1,00 x 10 96,67

1,67 x 10* 98,03

3,33x 107 98,48

6,67 x107 3,72

6,67 x 10°° 8,55

2,67 x 10': 18,50

333 x 107 58,55

Cu(Thr),.H;O 6,67 % 10° 94,76

8.00x 107 96,72

1,00 x 107 98,32

1,67 x 107 98,51
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Suncion del logaritmo de la concentracion de
Cu(ll) para el complejo concentracion de Cu(ll)
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Porcentaje de inhibicion en la reduccion NBT en
Juncion del logaritmo de la concentracion de
Cu(ll) para el complejo concentracion de Cu(ll)
para el complejo Cu(Val),. H,0O

Tabla 4. Concentraciones requeridas para producir el 50 % de inhibicion.

Complejo ICs IM]compiei/[Ct]s0p
Cu(Gly),.H,O 3,40 x 107 3333
Cu(Ala), 323x 107 3166
Cu(Val),.H,0 3,03x 107 2970
Cu(lle),.H,0 3,31x 107 3245
Cu(Ser), 3,72x 107 3647
Cu(Tyr), 3,55x 107 3479
Cu(Thr),.H,0 3,16 x 107 3098
Cu/SOD 1,02x 10 -
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31. Introduccion

Numerosos estudios se han llevado a cabo sobre complejos de iones metalicos con
productos derivados de la reaccion de o—aminoacidos con grupos carbonilos (bases de
Schiff). La razon principal de los mismos es la relacion de algunos de estos sistemas con el
fosfato de piridoxal (PLP), un derivado de la piridoxina o vitamina B¢, que actia como
coenzima en varios procesos enzimaticos. Entre las enzimas dependientes del PLP
podemos citar las aminotransferasas, isomerazas, descarboxilasas y aquellas que catalizan
reacciones de eliminacion ®-f, entre otras [1-6]. Las reacciones catalizadas por las
enzimas mencionadas implican la formacion previa de una base de Schiff entre un o-
aminoacido y el PLP, cuya estabilizacién se ve facilitada por la formacion de quelatos con
distintos metales.

Desde el punto de vista bioinorganico existe amplia informacion acerca del sistema
de interaccion metal-0—aminoacido—PLP (vitamina Bg), cuya estructura esta representada
en la Fig.1a. Asimismo, se han utilizado otros aldehidos aromaticos que sustituyen [1-12]

al sustrato natural, de los que el salicilaldehido, es el mas empleado (Fig.1b).

Z0
R R
H ,.I'H
Xy ™ X
| b /O e
s Pt M
o] © o~ | O
X X
H3C
(a) (b)

Z = H (piridoxal)
Z = H,PO; (fosfato de piridoxal)

Figura 1. a) Sistema a-aminodcido-PLP. b) Sistema a-aminodcido-salicilaldehido.
Tomado de cita [13]

Pdg.47



Eval... de Complejos de Cobre (11)
Capitulo 3 con Salicilidén-Derivados de Aminodcidos

Con respecto a este ultimo tipo de compuestos se conocen algunas estructuras
cristalograficas de complejos de Cu(Il) con bases de schiff con salicilaldheido y distintos
aminoacidos tales como serina [14], glicina [5,15], treonina [16], triptofano [17] y
metionina [18], asi como también que los mismos exhiben actividad antimicrobial [19],
antiinflamatoria [20] y antipirética [21].

El objetivo de este capitulo es estudiar la posible actividad SOD de algunos de estos

complejos binarios de salicilidén- aminoacidatos, a saber:

1) [Cu(Sal-L-Ser)H,0].H,0
2) [Cu(Sal-L-Trp)(H,0).]
3) [Cu(Sal-L-Met)(H,0)]
4) [Cu(Sal-L-Gln)H,0]

A continuacion se detalla la estructura genérica de los distintos salicilidén
aminoacidoatos que actuaran de ligando en los distintos complejos estudiados en este

capitulo acompaiiados de sus correspondiente abreviaturas:

Salicilidén-aminoacidoatos

R
Y

OH
OH

1- Salicilidén —Serinato = Salser (R = -CH,OH)

2- Salicilidén —Triptofanato = Saltrp (R = -CH,-Indol)

3- Salicilidén —Metioninato = Salmet (R = -CH,-CH;-S-CH3)

4- Salicilidén —glutaminato = Salgln (R = -CH;-CH;,-CO-NH;). Tomado de cita [13]
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3.2.Caracteristicas Estructurales

Las caracteristicas estructurales de la mayoria de los complejos estudiados son
conocidas excepto para el complejo con L-glutamina. Los tres complejos restantes
cristalizan en el sistema ortorrdmbico, grupo espacial P2,2;2, con Z = 4. A continuacion

haremos una breve descripcion de las estructuras que adoptan los mismos.

1) [Cu(Sal-L-Ser)H,0].H;O

La Fig.2 muestra la estructura molecular del complejo binario N-salicilidén-L-
serinatoacuocobre(Il). Los estudios de rayos X [14] indican que el mismo posee una
geometria de piramide cuadrada en torno al ion Cu(Il) con el grupo salicilidén-L-serinato
tridentado y el atomo de oxigeno de una molécula de agua ocupando los vértices de un
cuadrado. La esfera de coordinacion alrededor del Cu(Il) se completa apicalmente por un
enlace mas débil con el oxigeno del hidroxilo de la cadena lateral de una unidad compleja
adyacente.

La estructura cristalina estd constituida por cadenas poliméricas en las cuales el
grupo —CH>-OH de la serina actia como ligando de otra unidad compleja, dando lugar a
cadenas largas dispuestas en zig-zag donde la distancia entre dos iones Cu(ll) adyacentes
es de 6,48 A. Asimismo, existe una leve distorsion en el entorno piramidal del cobre

indicada por los angulos de enlace observados, que varian desde 83,6 a 93,6°.
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Figura 2. Estructura molecular del complejo [Cu(Sal-L-Ser)H,0].H,0 Tomado de cita [14]

2) [Cu(Sal-L-Trp)(H;0),]

La estructura molecular del complejo N-salicilidén-L-triptofanatodiacuocobre(1I),
[Cu(Sal-Trp)(H20),], se muestra en la Fig.3.

Los estudios de rayos X, muestran [17], que la coordinacién geométrica alrededor
del cobre es una piramide de base cuadrada con el grupo salicilidén-L-triptofanato
tridentado y el atomo de oxigeno de una molécula de agua (O;) ocupando los vértices de
un cuadrado. La esfera de coordinacion alrededor del Cu(Il) se completa con una unién
axial con el oxigeno de la otra molécula de agua (O,), la cual se encuentra ubicada del

mismo lado del anillo de indol, con una distancia Cu-O; igual a 2,25 A.
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Al igual que en el caso del complejo con serina también se observa una leve
distorsion en el entorno piramidal del cobre indicada por los angulos de enlace observados
que varian desde 84,5 a 96,9°.

Aunque la mayoria de las estructuras de complejos de bases de Schiff derivados del
salicilaldehido y aminoacidos consiste en unidades complejas diméricas [16,22,23] o bien
cadenas poliméricas [18,24,25], la estructura cristalina de este complejo revela la
existencia de unidades monoméricas las cuales forman una red a través de uniones

hidrogenos.

Figura 3. Estructura molecular del complejo [Cu(Sal-L-Trp)(H,0),]. Tomado de cita [17]

3) [Cu(Sal-L-Met)(H,0)]

La estructura molecular del complejo N-salicilidén-L-metioninatodiacuocobre(Il),
[Cu(Sal-L-Met)(H,0),], se muestra en la Fig.4.

La unidad dimérica asimétrica consiste en dos atomos de cobre y dos grupos N-
Salicilidén-L-metoninato (SALMET) [18]. Cada atomo de cobre estd directamente unido a
un grupo SALMET y a su vez estan unidos entre si a través de un atomo de oxigeno
carboxilico O1". El primero de los dos atomos de cobre, Cu(l), tiene una geometria de
coordinacion (4+2) de un octaedro tetragonalmente elongado.

El atomo de Cu (1) estd unido al O(1), O(3) y N(1) del grupo SALMET y a un
atomo de oxigeno, O(W) de una molécula de agua. La esfera de coordinacion alrededor del

cobre se completa con la unién a dos atomos de oxigeno carboxilicos, uno de los cuales
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O(2), pertenece a una unidad dimérica asimétrica adyacente, mientras que el otro atomo de
oxigeno carboxilico O(1") pertenece al grupo SALMET que esta directamente unido al
segundo dtomo de cobre.

El segundo atomo de Cobre, Cu(1"), en la unidad asimétrica, tiene una geometria de
coordinacion (4+1) de una pirdmide cuadrada tetragonalmente elongada. Tres de los sitios
de coordinacion estan ocupados por el ligando tridentado SALMET, uno de los cuales
corresponde al atomo de oxigeno carboxilico, O(1°), anteriormente mencionado. De esta
manera resulta que el atomo de oxigeno O(1°) esta coordinado a los dos dtomos de cobre
de la unidad asimétrica, dando como resultado que los dos grupos SALMET permanecen
unidos a través del puente Cu(1)—O(1")---Cu(1°). La esfera de coordinacion alrededor del
segundo atomo de cobre, se completa con la unién a dos atomos de oxigeno carboxilico,
que pertenecen a un grupo SALMET de una unidad asimétrica adyacente.

La estructura cristalina estd constituida por unidades discretas poliméricas que estan

unidas entre si a través de unidades asimétricas adyacentes, tal como se describio.

S(1)
/ \ C(5) / \

C(4’)

/C(12) (1)

AN //, I‘ﬂ\0<6)l/70(2)

— Oy
(10 I L) )
S \ c@)l s
g

C(9)
Figura 4. Estructura molecular del complejo [Cu(Sal-L-Met)(H,0)]. Tomado de cita [18]
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33. Parte Experimental
33.1. Sintesis de los complejos

Estos complejos fueron sintetizados y caracterizados espectroscopica vy
estructuralmente por el grupo de trabajo del Departamento de Quimica de la Universidad
de las Islas Baleares en el marco del proyecto “Complejos de Metales de Transicion con
moléculas que presenta actividad Bioldgica y/o Farmacologica”, siguiendo la técnica

descripta en la bibliografia, que se indica a continuacion.

1) [Cu(Sal-L-Ser)H,0].H,0 [14]
2) [Cu(Sal-L-Trp)(H20).] [17]
3) [Cu(Sal-L-Met)(H,0)] [18]
4) [Cu(Sal-L-Gln)H,0] [26].

33.2. Determinacion de la actividad superoxido

La actividad SOD se determiné usando la técnica detallada en el capitulo 1

34. Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se presentan los resultados de los ensayos de actividad SOD
realizados a distintas concentraciones de los cuatro complejos estudiados. En la misma se
pueden apreciar los resultados de los porcentajes de inhibicion de la reducciéon del NBT
correspondientes a dichas concentraciones. El1 100 % de actividad SOD corresponde al
ensayo realizado en ausencia de complejo.

Para determinar la concentracién de complejo requerida para producir el 50 % de
inhibicién de la reaccion (ICsg) se grafico el porcentaje de inhibicion vs. el logaritmo de la
concentracioén del metal, tal como se muestra, a modo de ejemplo, en las Figs. 5 y 6 para
los complejos de serina y triptofano respectivamente.

Estos graficos permiten una simple y rdpida determinacion del valor de ICsg, los

cuales estdn resumidos en la Tabla 2 en la cual también se incluye la concentracion de
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Cu(Il) de la enzima SOD nativa que produce el 50 % de inhibicién de la reaccion,
(1,02 x 10% M), asi como también la relacién entre las concentraciones

([Cu]comptejo/ [Culsop) que causan el 50 % de inhibicion.

Tabla 1. Resultados de los ensayos de actividad SOD para los diferentes complejos

Complejo Concentracion (M) % de Inhibicion

6,67 x 10° 11,25

2,00 x 107 22,81

3,33x107 25,11

[Cu(Sal-L-Ser)H,0].H;0 4,67 x 107 38,57
6,00 x 10 66,58

6,67 x 107 85,95

1,00 x 107 94,50

5,00 x 10 96,70

7,14 x 107 2,76

7,14x 10° 13,19

2,14x 107 17,02

[Cu(Sal-L-Trp)(H,0)] 3,57x 107 19,57
7,14 x 107 39,57

1,07 x 10™ 61,49

1,85x 10 68,30

7,14 x 107 9,49

7,14x10'§ 11,86

T 1,79 x 10 16,32
[Cu(Sal-L-Met)(H,0)] T l4x10° 3083
1,07 x 10™. 68,18

1,79 x 10° 90,12

6,67 x 107 7,03

2,00x 107 14,00

3,33x 107 20,87

[Cu(Sal-L-Gln)H;O] 4,67x 107 32,75
6,00 x 107 47,50

6,67 x 107 65,25

1,00 x 107 84,88

1,67 x 107 91,28
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion en la reduccion del NBT en funcion del logaritmo de la
concentracion de Cu(ll) para el complejo [Cu(Sal-L-Ser)H,0].H,0
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion en la reduccion del NBT en funcion del logaritmo de la
concentracion de Cu(ll) para el complejo [Cu(Sal-L-Trp)(H,0),]
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Tabla 2. Concentraciones requeridas para producir el 50 % de inhibicion

Complejo ICs IM] compieio’[ Cu] s0p
[Cu(Sal-L-Ser)H;0).H,O 481x107° 5118
[Cu(Sal-Trp)(H;0),] 7,02x 107 6879
[Cu(Sal-L-Met)(H0)] 546x10° 5353
[Cu(Sal-L-GIn)H,0] 6,70 x 107 6569
Cu-SOD 1,02x10* -

Como puede observarse de los resultados presentados en la Tabla 2, todos estos
complejos muestran una actividad SOD relativamente pequefia y bastante menor que la que
se determind en los complejos de Cu(Il) con aminoacidos (ver Tabla 4, del capitulo
precedente).

Esta menor reactividad seguramente se deriva de las peculiaridades estructurales de
todos los complejos analizados en este capitulo y sugieren que en ellos el centro metalico

esta menos disponible para interactuar con el sustrato.
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41.Introduccion

Después de haber investigado la actividad SOD de complejos de Cu(Il) con amino
acidos, parecio util estudiar también esa actividad en algunos complejos que ese metal
forma con péptidos. Y, en este contexto parecié interesante utilizar el complejo que el
cobre (II) forma con la carnosina (el dipéptido B-alanil-L-histidina, Fig. 1).

Esta molécula, descubierta hace exactamente 100 afios [1], se encuentra
abundantemente distribuida en los musculos esqueléticos y en algunas regiones del
cerebro. Sus posibles funciones han sido largamente discutidas, habiéndose finalmente
determinado que cumple una importante funciéon como buffer bioldgico y ademas parece
poseer un efectivo poder protector de los sistemas celulares frente a situaciones de estrés

oxidativo [2].

Figura 1. Estructura de la carnosina ((-alanil-L-histidina)

Como lo muestra la Fig. 1, la carnosina ofrece también interesantes posibilidades de
interaccidn con cationes metdlicos a través del grupo carboxilato, el grupo amino y el
nitrégeno imidazolinico. Asimismo, en ciertas condiciones también resulta posible
desprotonar el grupo amido [3]. La carnosina aparece también como una importante fuente
de B-alanina [2] y, por lo tanto, su hidrolisis tiene una gran importancia metabdlica [2,3].
En el organismo humano esa hidrélisis es catalizada por la enzima carnosinasa [3], una
metaloproteina dependiente de zinc, la que ademads resulta estabilizada por otros cationes
metalicos divalentes y, por otra parte, su actividad también se mantiene cuando el Zn (II)

se reemplaza por otros cationes [3-6].
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Entre sus complejos metalicos, el de cobre (II) ha sido investigado ampliamente,
seguramente por la facilidad con la que puede obtenerse informacion sobre el mismo a
través de las técnicas de resonancia de espin electronico [3]. Por otra parte, el interés en
relacion al complejo de zinc (II) se ha intensificado recientemente, debido a su interesante
y muy amplia actividad farmacologica [3,7].

Los estudios sobre el complejo de cobre abarcan aspectos muy variados y han
permitido obtener un panorama muy completo sobre sus caracteristicas generales [3,8-14].
La mayoria de los estudios mas viejos fueron realizados en solucién y en 1967 Freeman y
Szymanski lograron determinar la estructura del complejo cristalino lo que,
inesperadamente mostré la presencia de un sistema dimérico [9]. A efectos de
complementar y ampliar los estudios previos parecid interesante encarar una serie de

estudios sistematicos en torno al complejo sélido, incluyendo el de su posible actividad
SOD.

4.2. Sintesis del Complejo

Este complejo fue obtenido al mezclar cantidades equimoleculares de Cu(NO3),
(Merck) y carnosina (Sigma) en agua. La solucion resultante se calienta suavemente y se
ajusta el pH a 8 con una solucién diluida de KOH. Los cristales, de color azul profundo, se
separan por filtracion y se lavan con agua fria y éter etilico frio y finalmente se secan al
vacio durante dos dias [14]. La composiciéon del complejo fue confirmada por analisis

elemental y contenido de cobre.

4.3. Propiedades Estructurales y Espectroscopicas

4.3.1. Caracteristicas Estructurales

El complejo dihidratado de B-alanil-L-histidinato de cobre (II), cuya estructura se
muestra en la Fig. 2, pertenece al grupo espacial trigonal P3,2 con Z=6. El complejo es un
dimero en el cual cada ion Cu(Il) presenta un numero de coordinacion 5 y esta unido a un

nitrogeno del grupo amino terminal, a un nitrégeno peptidico, a un oxigeno del grupo
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carboxilato de una molécula de carnosina y al N(3) del anillo de imidazol de la segunda
molécula de carnosina del dimero.

Resulta asi una estructura en donde cada molécula de carnosina esta unida a dos
centros diferentes de cobre. El quinto ligando de cada ion cobre es una molécula de agua
[9], generando alrededor del cobre un entormo piramidal cuadrado. El dimero muestra una

union hidrégeno que involucra a la segunda molécula de agua por formula {9].

OH, 0
HC YN
N\ e CH

HN \N Cu N—"
N J J/

C=CH NH, c=0
. CH;—CH, (g,
Moo, T

e
HC N\, N NH
N
\N /Cu\ ch
y NH,
o=C
\cu,——cn2

Figura 2. Estructura esquemadtica del complejo dihidratado de f-alanil-L-histidinato de
cobre (II). Tomado de cita [9]

43.2. Caracteristicas Espectroscopicas
4.3.2.1. Espectro Infrarrojo

La Fig. 3 muestra el espectro IR del complejo en la region comprendida entre 1800
y 250 cm™. Por comparacién con el espectro de la carnosina libre, fue posible proponer las
asignaciones para las vibraciones mas importantes, por ej., para aquellos grupos
involucrados directamente en la coordinacidn. Las asignaciones se muestran en la Tabla 1

y a continuacidn seran brevemente discutidas.
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Figura 3. Espectro IR del complejo de Cu(Il)/Carnosina en la region entre 1800y 300 cm’’.

Tabla 1. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas de la carnosina y su
complejo de Cu(ll). (Posicion de las bandas en cm’! )

Carnosina

3238
1646
1590
1568

1405
1514
1163
1279
/1272

1093

933
626

m
mf
f

mf
mf

=3

mf

mf

1619 mf

1565 mf
1402 mf

1140 f
1288 f
/1273
1109 mf
/1102 mf
943 h

653 f

Cu(II)-complejo

Asignacion

v(N-H) amida
v(C=0) amida |
8(NH;)
v,s(COO)
vs(COO)
6(N-H) amida II
6(NH) imidazol

v (anillo) imidazol

v (C-N) (ver texto)

v (anillo) imidazol
3 (CO0)

En la region de alta frecuencia, resulta muy dificil diferenciar entre las vibraciones

C-H y N-H, no obstante la frecuencia del estiramiento N-H de la unién peptidica puede ser

claramente identificada como una banda de intensidad media en el ligando libre, la cual

esta ausente en el complejo, lo que esta de acuerdo con la participacion de este atomo de

nitrégeno deprotonado en la formacion del complejo.

El comportamiento de las frecuencias de estiramiento de los grupos carboxilatos

resulta también muy interesante. Como se puede ver en la Tabla 1 estas bandas

permanecen practicamente sin cambios después de que se ha formado el complejo. Un
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comportamiento similar fue encontrado en varios complejos de Cu(Il) con aminoacidos y
péptidos pequefios [9,15-16], lo cual probablemente sugiera un cierto grado de carécter
ionico del enlace Cu-O. Por otra parte, la participacion de los grupos carboxilato en la
coordinacidon se hace también evidente en el desplazamiento del modo 8(COQO7) hacia
valores mayores de frecuencia después de la coordinacion.

En cuanto a la banda amida I, un importante desplazamiento hacia valores de
menores frecuencias se observa en el complejo, a pesar de que este grupo carbonilo no esta
directamente involucrado en la coordinacion. Esto estd de acuerdo con lo explicado por
Freeman y Szymanski [9], quienes observaron que los grupos peptidicos cuyos atomos de
N estan involucrados en uniones metalicas tienen una longitud de enlace C=0 mas larga y
la C-N mas corta que en los péptidos libres.

La participacion del grupo amina primaria en la coordinacién también esta
soportado por la ausencia de la tipica banda correspondiente al modo 3(NHj;) en el
complejo y en el desplazamiento hacia frecuencias mas altas del modo de estiramiento
(C-N) de la union -H,C-NH; .

Si bien resulta muy dificil establecer una correlacion entre las bandas del anillo de
imidazol y el entorno de este grupo en la coordinacion, se ha encontrado a las vibraciones
caracteristicas del anillo localizadas a 933 cm™, y tal como era de esperar [17], ligeramente
desplazada hacia nimero de ondas mas altos después de la coordinaciéon y con una
intensidad mucho mas baja. Algunas otras vibraciones del anillo también se encuentran
desplazadas hacia mayores frecuencias después de la formacion del complejo, tal como se
puede ver en la Tabla 1

Las vibraciones de las moléculas de agua no son claramente identificables. Los
modos de estiramiento aparecen en la forma de una banda ancha centrada alrededor de
3410 cm™, mientras que los modos de deformacién se superponen con las dos bandas
anchas e intensas de C=0 localizadas en 1619 y 1560 cm’*

Un andlisis cuidadoso de la region de bajas frecuencias permitié identificar algunas
de las vibraciones metal-ligando. Un doblete, localizado a 328 / 288 cm’, puede ser
asignado tentativamente al estiramiento Cu-N, mientras que dos bandas de intensidad
media a 547 cm™ (con un hombro a 526 cm™) y 471 ¢m™ pueden ser relacionadas con el

estiramiento del enlace Cu-O.
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43.2.2. Espectro Electronico

El espectro electrénico (reflectancia) del complejo se muestra en la Fig. 4, donde se
observa una banda muy asimétrica, ancha y poco definida con un maximo a 630 nm
(15,9kK). Esto sugiere la presencia de una componente de baja energia que no esta
resuelta. Este patron espectral es caracteristico de las transiciones d-d para el cobre (II) en
un entorno cuadrado piramidal [18-20]. Una segunda banda localizada a 310 nm (32,3kK),
se asigna a una transicion de transferencia de carga [21].

Si consideramos al Cu (II) en un entorno cuadrado piramidal y de acuerdo a los
resultados de ESR (proxima seccion), se puede proponer la siguiente secuencia energética

para los orbitales d del metal:
(dyy = dyz ) < dyy < 4,2 <d,2 )2
y por lo tanto las dos transiciones d-d observadas pueden ser asignadas de la siguiente
manera:
dyy —» d,’. yz (banda principal)
d} —» dxz.y2 ( componente de baja energia sin resolver)
Resulta interesante resaltar que el espectro obtenido es muy parecido [22] al del complejo

de glicil glicinato- acuo- imidazol cobre(Il) [23], en el que el cobre presenta un entorno

similar al observado en el complejo de carnosina [24].

log f(R)

Figura 4. Espectro electronico (reflectancia) del complejo de Cu(ll)/Carnosina

Pig.65



Eval... del complejo
Capitulo 4 de Cobre (I1) con Carnosina

44. Propiedades Magnéticas

La variacion de la suceptibilidad magnética en funcion de la temperatura se muestra
en la Fig. 5. La misma obedece la ley de Curie-Weiss, X = 0,37 /T + 4,5 en todo el rango
de mediciones ( 4,2-300K). El momento magnético obtenido de 1,79 MB esta de acuerdo
con el esperado para un ion Cu(ll) aislado, sin tener en cuenta cualquier tipo de
interacciones.

El espectro ESR, medido en banda Q, permanece practicamente constante con la
temperatura y se muestra en la Fig. 6. Los resultados obtenidos muestran un tensor g axial
invertido, con g » = 2,133 > g | = 2,064 y <g > = 2,11. El bajo valor de g (2,064) obtenido,
que es significativamente mas alto que 2,04 pone de manifiesto la existencia de un estado
fundamental d,(z.,,2 [15], lo que esta de acuerdo con los resultados obtenidos del espectro
electronico. Por consiguiente el origen de esta inversion espectral puede ser explicado,
como en otros casos similares [22], por la existencia de un mecanismo de intercambio
entre dos iones cobre(Il) (Cuyn y Cus ) que son cristalograficamente pero no

magnéticamente equivalentes.

3.5x10° °

2.5 x10° |- °

1.5 x10° - °

X! (mol/uem)
I
?

50x10'F o °

] ] ] 1 1
0 50 100 150 200 250 300

T(K)

Figura 5. Variacion de la suceptibilidad magnética con la temperatura para el complejo
de Cu(ll)/carnosina
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H’]
v= 33,9572 GHz

1 1 1
11000 11500 12000
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Figura 6. Espectro ESR a temperatura ambiente del complejo de Cu(ll)/ carnosina

En estos casos, el espectro observado no representa las caracteristicas de los tensores
moleculares, sino los de aquellos tensores de intercambio, los cuales son la razon
aritmética de los tensores moleculares, por €j., ( ga + gs )/ 2.

Una inspeccidn de las caracteristicas moleculares muestra que el angulo entre el eje
tetragonal de los dos iones cobre que forman la unidad dimérica es muy pequefio (13°) [9],
lo que soporta la equivalencia magnética y excluye un mecanismo de acoplamiento
intradimérico. Por consiguiente el fenomeno de intercambio supuesto anteriormente es,
probablemente muy débil, involucrando dos dimeros diferentes en la celda unidad,
separados por ¢j. por 10 A [9], y tiene lugar a través de uniones hidrogenos.

Usando las ecuaciones estandar [25] y un valor de 118° para el angulo generado
entre los dos planos que contienen los dimeros [9], se obtuvieron los siguientes valores
para los tensores moleculares: g1 = 2.064 y g = 2,313, los cuales reflejan claramente la
geometria piramidal cuadrada del centro de Cu(Il) en este complejo.

Aunque tal intercambio intradimérico sea probablemente muy débil, de acuerdo con
los resultados obtenidos de las mediciones de suceptibilidad magnética, no puede dejar de
tenerse en cuenta [26], ya que como hemos visto, este fendmeno es satisfactoriamente

explicado por los resultados obtenidos en los estudios de espectroscopia de ESR.
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Capitulo4
45. Comportamiento Electroquimico

Se investigo el comportamiento redox del complejo usando voltametria ciclica en

una solucién 0,5M de LiClOs,.
Cuando se examind el potencial partiendo de 0,0V en direccion negativa, el
voltamograma ciclico (CV) obtenido a una velocidad de 0,1V/s, exhibe un pico de

reduccién irreversible a -0,7V y un pico de oxidacion irreversible a + 0,25V, tal como se

muestra en la Fig. 7A.

~—
e m————

Corriente (LA)

1 1
00 -05 -1.0

Potencial (V)

Figura 7a. Experimentos de voltametria ciclica con el complejo de Cu(ll)/carnosina

Sin embargo, no se observa la onda anoddica cuando el potencial se inicia en 0,0V

en direccion positiva. Este comportamiento indica que el proceso de oxidacion es

dependiente de la naturaleza de las especies generadas a -0,7 V.
Para poder identificar estas especies y obtener un conocimiento de los diferentes

procesos que ocurren en los electrodos, se realizaron experiencias adicionales.
Primero se estudio el voltamograma ciclico de una solucién 10°M de CuSO; en
solucion 0,5M de LiClOq4, a una velocidad de 0,1V/s entre +0,4 y -0,75V. Los resultados
indican dos picos de reduccion a -0,05 y -0,14 V y un pico agudo de oxidacion a +0,04 V.
Las dos ondas catédicas corresponden a la reduccion de Cu(ll) a Cu(l) y de Cu(l) a Cu

metélico. El agudo pico anddico es tipico para la desorcion de especies desde la superficie

del electrodo.

De la forma de la rama catddica del voltamograma resulta evidente que sobre la
superficie del electrodo no tiene lugar una nucleacidon tridimensional seguida de un
subsecuente crecimiento de los granos. Por esa razon, el bien definido pico anddico esta

evidentemente relacionado a la electrodesorcion de Cu’ a Cu(Il) de la superficie del
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electrodo. Restringiendo el limite catdédico de barrido de potencial a —0,1 v, se pudo
observar la cupla quasi-reversible Cu(II)/Cu(l).

Otras mediciones fueron realizadas en soluciones 0,5 M de LiClO,; conteniendo
10 M de CuSO, y diferentes cantidades de carnosina, en relacion ligando-metal entre 1y
10. La formacidén del complejo en estas soluciones estd soportada por el hecho de que
después de cada adicion de carnosina, los cambios de color son evidentes.

Cuando la relacién carnosina a cobre es igual a uno, el CV muestra un pico
catdédico que esta relacionado al proceso de reduccion Cu(ll) a Cu(l) a -0,05 V y otra
pequeiia onda enre -0,6 y -0,75 V (Fig. 7B). Durante el barrido anédico, se observé un

ancho pico con tres contribuciones que son dependientes del potencial de corte.
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Figura 7b. Experimentos de voltametria ciclica con el complejo de Cu(Il)/carnosina

Al principio de las mediciones, tanto el cobre “libre” como el cobre complejado
estan presentes en la solucidn. El pico catddico observado a -0,05 V puede ser relacionado
con la reduccion del cation “libre” a Cu(l); una parte de esta especie reducida puecde
también ser complejada con carnosina. Por consiguiente, el hombro observado a ca. + 0,05
V puede involucrar la electrodesorcion de una pequeiia fraccion de Cu cero adsorbida en el
electrodo y seguramente generada con una parte de la pequeiia fraccion de Cu(l) no
complejado, formado a partir del Cu(Il) “libre” a -0,05 V. La otra contribucion a +0,13 V
involucra la oxidacion del Cu(l) libre remanente a Cu(Il), y finalmente el pico en + 0,23
V corresponde a la oxidacion de una nueva especie compleja, generada a ca. -0,7 V durante
el ciclo de reduccion.

De la Fig 7B, se puede observar que esta Gltima contribucion a +0,23 V esta

presente atn cuando el recorrido del potencial se revierte a -0,55 V , lo que confirma la
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formacion de un complejo de Cu(I)/carnosina por reaccion entre el ion Cu(l) producido
primero y el ligando libre. Esta especie puede ser igual a una de las formadas a - 0,7 V por
reduccion directa del complejo Cu(ll)/cammosina porque el pico de oxidacién ocurre a
+ 0,23 V independientemente de la inversion del potencial. Philip y col. mostraron que en
presencia de baja concentracion de ligando, multiples picos aparecen en los experimentos
de voltametria ciclica [27,28].

Cuando la relacion metal / ligando se incrementa, se observan importantes cambios
en las curvas corriente / potencial. La altura del pico catodico a -0,05 V esta deprimida con
respecto a aquél registrado con soluciéon de CuSOs y con soluciones que tienen una
relacion metal / ligando = 1, mientras que la altura de la corriente del pico de reducion a
-0,7 V resulta incrementada. Este comportamiento se ilustra en la Fig. 7C para soluciones
con una relacion ligando / metal = 2. en este caso ¢l hombro a + 0,05 V no se observa
durante el barrido anédico. Esto indica que cuando se incrementa la concentracidon de

carmosina, se producen mas altas concentraciones del complejo Cu(Il)/carnosina.

I'/. ) -.‘!
s !
P 1
] i
! /
/ ’
.'. /"
] a
4 e
_ / .
- K4 -
4. ’,J..]V— < ’
T /
- ’
] ’ /
s !
= ! |
£l .f
o | i i
’ . - \\ i
4 . i
l/ v
Iy v !
li v/
/
i
}
1 { A 1 1
+1.0 +0.5 0.0 -05 -1.0
Potencial (V)

Figura 7c. Experimentos de voltametria ciclica con el complejo de Cu(ll)/carnosina

Igualmente, la pequenia fraccion de Cu(I) que puede ser generada a partir de la
pequenia fraccion de Cu(ll) “libre” es facilmente complejada. Por consiguiente, la
posibilidad de reduccién del cobre metalico resulta escalonadamente inhibida. Para una
relacién metal / ligando = 10, el voltagrama exhibe solamente un pico de reduccion a
- 0,7 V con un hombro muy pequerio a - 0,05V. Cuando se invierte el potencial, se observa

un solo pico a +0,23 V.
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En conclusion, el estudio del comportamiento electroquimico muestra que en el
complejo de Cu(Il) / carnosina, el centro metalico es reducido a Cu(l) a -0,7 V, indicando
una importante estabilidad redox del complejo. La reduccion de una solucién acuosa de
Cu(Il) investigada bajo las mismas condiciones experimentales ocurre a - 0,05 V, seguido
de una reduccién a cobre metalico a - 0,14 V.

Finalmente, es interesante mencionar que el complejo modelo
[Cu(glygly)(imidazol)(H,0)].1.5H>O muestra un comportamiento electroquimico muy
similar [22], sugiriendo que el complejo de Cu(ll) / carnosina aqui investigado también
debe existir en forma monomeérica en solucion, un hecho que resulta totalmente razonable

teniendo en cuenta las muy bajas concentraciones de complejo que se utilizan en estas

medidas (alrededor de 10 M) [3].

46. Determinacion de la
Actividad Superoxido Dismutasa

La actividad SOD del complejo se determiné usando la técnica detallada en el
capitulo 1.

En la Tabla 2 se presentan los resultados del ensayo realizado a diferentes
concentraciones del complejo. En la misma se muestra el porcentaje de inhibicion en la
reduccion del NBT correspondientes a dichas concentraciones. El 100 % de actividad

superdxido corresponde al ensayo realizado en ausencia de complejo.

Tabla 2. Resuitados de los ensayos de actividad SOD para diferentes
concentraciones del complejo de Cu(Il)/Carnosina

Concentracion (M) % de Inhibicion
3,57 x 107 4,64
3,57x 10° 8,25
3,57x 107 20,36
4,28x 107 38,40
5,00 x 107 96,13
8,55x10° 97,16
1,78 x 10 97,16
3,57 x 10 98.06
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Para poder determinar el ICs se grafico el porcentaje de inhibicion vs el logaritmo
de la concentracion del metal tal como se muestra en la Fig. 8. A partir de este grafico el
valor obtenido resulté ser de 8,65 x 10° M, el cual, al ser comparado con el ICsy de la
enzima nativa SOD (1,02 x 10® M), da una relacién [Culcompiejo / [Culsop = 8480. Este
valor indica una muy baja actividad SOD cuando es comparado por ej. con los valores
reportados anteriormente para los complejos de Me(II) / Sacarinato o con los complejos de
Cu (II) con aminoacidos esenciales. Por consiguiente se puede considerar que este
complejo no presenta este tipo de actividad. De todas maneras este resultado es un tanto
inesperado, ya que si se admite que el complejo existe en solucidén en forma monomérica,

tendriamos un i16n Cu(Il) en coordinacién cinco o,
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion en la reduccion de NBT en funcion del logaritmo de la
concentracion de Cu(ll) para el complejo de Cu(ll)/carnosina.

eventualmente, en coordinacidn octaédrica con dos acuo-ligandos axiales relativamente
labiles, como consecuencia del efecto Jahn-Teller.

De estas posibles estructuras se podria esperar una buen actividad SOD, debido a la
accesibilidad que el centro metalico proveeria al sustrato. El hecho de que el complejo no
presente esa actividad, estd seguramente relacionado con la importante estabilidad redox

del mismo, demostrada a través del estudio electroquimico.
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S5.1.Introduccion

Para extender los estudios del capitulo precedente a esferas de coordinacién atin un
poco mas complejas, se decidid investigar también algunos sistemas ternarios conteniendo
un dipéptido junto a un ligando simple adicional.

El estudio de las interacciones entre el Cu(ll) y péptidos sencillos como modelo de
interacciones mas complejas existentes in vivo, ha sido objeto de numerosas publicaciones
en donde se pone de manifiesto que un dipéptido se coordina involucrando los grupos NH;
y COO’ terminales y el N peptidico [1]. La esfera de coordinacion se suele completar con
moléculas de disolvente generando complejos de indice de coordinacion 4 (plano
cuadrados distorsionados) o 5 (piramide cuadrada). Estas moléculas de disolvente pueden,
asimismo, sustituirse por otros ligandos generando complejos ternarios, Cu(ll) —
péptido—base nitrogenada.

Estos complejos ternarios desempeifian un rol muy importante en diversos sistemas
bioldgicos [2]. Se conoce que los iones metadlicos promueven interacciones especificas
entre los acidos nucleicos y las proteinas a través de la formacion de complejos temarios
[3]. Durante la replicacion del DNA se forman complejos del tipo acido nucleico-enzima
con cationes Me(Il), mientras que los iones Cu(ll) intervienen en las interacciones
polipétidos-polinucledtidos [4]. Por otra parte los iones Cu(ll), al igual que otros iones
metélicos, desestabilizan la configuracion normal de la doble hélice del DNA, pero difiere
de los otros en que es capaz de ayudar a la regeneracion de la doble banda desnaturalizada
térmicamente [5]. Su habilidad de unirse fuertemente a nitrogenos heterociclicos de las
bases nucleicas y con menos fuerza a los oxigenos de los grupos fosfodiéster, podria ser la
responsable de la capacidad de este metal de promover la regeneracion del DNA [6].

El estudio de este tipo de compuestos, resulta de esta manera adicionalmente
interesante, ya que constituyen modelos bioinorganicos de la interaccion entre moléculas
biologicas e iones metalicos

Por otra parte, el estudio de la actividad anticancerigena de complejos de Cu(ll) se
ha desarrollado enormemente debido a su especial relevancia. Parece ser que la accion
antitumoral de complejos de cobre (II) esta relacionada con su interaccion directa con el
DNA y con la actividad superoxido dismutasa que poseen [7]. Por todo lo expuesto
anteriormente nos parecié interesante realizar el estudio de actividad SOD de complejos de

Cu(Il) con el péptido glicilglicina (gg) y que contengan como ligando adicional las bases

Pag. 76



Eval. ..en algunos

Cap{tulo 5 Complejos ternarios de Cobre (1)

nitrogenadas creatinina (creat), benzimidazol (bzim), isocitosina (isocyt) y 6-

metilisocitosina (misocyt)

Los complejos estudiados tienen la siguientes formulas.
1) [Cu(gg)(H20)(creat)].1,5 H,O

2) [Cu(gg)(bzim)].3H,0

3) [Cu(gg)(isocyt)].2H,O

4) [Cu(gg)(misocyt)].H,0

Las formulas de los distintos ligandos utilizados se muestran a continuacion:

AN
CHs;
creatinina benzimidazol
0 0]
HN ' HN }
)\ /l\
H>N N HoN N CHj
isocitosina 6-metilisocitosina

Pdg.



Eval...en algunos
Capituto 5 Complejos ternarios de Cobre (1)

52. Caracteristicas Estructurales

1) [Cu(gg)(H,0)(creat)].1,5 H,O

Los estudios de rayos X [8] indican que este compuesto cristaliza en el sistema
triclinico, grupo espacial P-1 con Z = 2. La estructura molecular del mismo se muestra en
la Fig.1. La coordinacion alrededor del ion Cu(ll) es aproximadamente la de una pirdmide
cuadrada con el dianion glicilglicinato tridentado y el nitrégeno de la creatinina ocupando
los vértices de un cuadrado. La esfera de coordinacion alrededor del Cu(Il) se completa
con una molécula de agua que ocupa la posicion axial de la pirdmide. Otra molécula de
agua extiende cualitativamente la coordinacion geométrica alrededor del cobre a un
octaedro. Por ultimo una tercera molécula de agua esta localizada entre dos unidades
complejas. La estructura cristalina completa se mantiene unida a través de uniones

hidrégenos en la cual estan involucradas tres tipos de moléculas de agua.

Figura 1. Estructura molecular del complejo [Cu(gg)(H,O)(creat)]1,5 H,O. Tomado de
cita (8]

2) [Cu(gg)(bzim)].3H,O

Los estudios de Rayos X [9] indican que este compuesto cristaliza en el sistema
ortorombico, grupo espacial P2icn con Z =4. La estructura molecular del mismo se
muestra en la Fig.2. La geometria de coordinacion alrededor del ion Cu(ll) es

aproximadamente plano cuadrada con el dianién glicilglicinato tridentado y el nitrogeno
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del ligando benzimidazol ocupando los vértices de un cuadrado. Asimismo, existe una leve
distorsion en el entorno plano cuadrado del cobre indicada por los angulos de enlace

observados, que varian desde 82,9 a 98,4°.

Figura 2. Estructura molecular del complejo [Cu(gg)(bzim)].3H,0. Tomado de cita [9]

3) [Cu(gg)(isocyt)].2H,0 y [Cu(gg)(misocyt)].H,O

Los estudios de Rayos X [10] indican que ambos complejos cristalizan en el
sistema monoclinico, grupo espacial P2,/n con Z=4. La estructura cristalina del complejo
con isocitosina se muestra en la Fig.3, mientras que la del complejo con metil isocitosina
se muestra en la Fig.4.

La geometria de coordinacién alrededor del ion cobre (II) en ambos complejos es la
de un plano cuadrado ligeramente distorsionado. Los cuatro sitios de coordinacion estan
ocupados por el ligando tridentado glicilglicina y el N(3) de la base. Existe ademads, una
interaccion axial entre el oxigeno de una molécula de agua y el atomo de cobre. En ambos
casos se observa ademas, una interaccion entre el péptido y el ligando pirimidina. Para el

complejo con isocitosina se verifica también una unidn hidrégeno adicional entre unidades
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complejas que estabilizan al cristal, efecto que estd ausente en el complejo con

metilisocitosina.

Figura 3. Estructura molecular del complejo [Cu(gg)(isocyt)].2H,0. Tomado de cita [10]

Figura 4. Estructura molecular del complejo [Cu(gg)(misocyt)].2H,0. Tomado de cita [10]
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S3.Parte Experimental

53.1.8Sintesis de los complejos

Estos complejos fueron sintetizados y caracterizados espectroscopica 'y
osuuciwanmente por el grupo de trabajo del Departamento de Quimica de la Universidad
de las Islas Baleares en el marco del proyecto “Complejos de Metales de Transiciéon con
moléculas que presenta actividad Bioldgica y/o Farmacoldgica”, siguiendo la técnica

descripta en la bibliografia, que se indica a continuacion.

1) [Cu(gg)(H20)(creat)]. 1,5 HyO [8]
2) [Cu(gg)(bzim)].3H,0 [9]
3) [Cu(gg)(isocyt)].2H,0 [10]

4) [Cu(gg)(misocyt)].H,O [10]

53.2.Determinacion de la actividad
superoxido dismutasa

La actividad SOD se determiné usando la técnica detallada en el capitulo 1

54.Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se presentan los resultados de los ensayos de actividad SOD
realizados para los cuatro complejos estudiados, a distintas concentraciones. En la misma
se pueden apreciar los resultados de los porcentajes de inhibicidn de la reduccion del NBT
a dichas concentraciones. El 100 % de actividad SOD corresponde al ensayo realizado en
ausencia de complejo.

Para determinar la concentracion de complejo requerida para producir el 50 % de

inhibicion de la reaccion (ICsg) se graficd el porcentaje de inhibicion vs. el logaritmo de la
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concentracion del metal, tal como se muestra, a modo de ejemplo, en las Figs. 5 y 6 para
los complejos con creatinina y benzimidazol respectivamente.

Estos graficos permiten una simple y rapida determinacion del valor de ICsy, los
cuales estan resumidos en la Tabla 2 en la cual también se incluye la concentracién de
Cu(Il) de la enzima SOD nativa que produce el 50 % de inhibicion de la reaccion,
(1,02 x 108 M), asi como también la relacion entre las concentraciones

( [Cu]compiejo / [Culsop) que causan el 50 % de inhibicion.

Tabla 3. Resultados de los ensayos de actividad SOD a diferentes concentraciones de los

complejos

Complejo Concentracion (M) % de Inhibicion

7,14 x 107 1,96

7.14x10°° 3,36

2,14x 107 8,96

[Cu(gg)(H;0)(creat)]1,5 H,O 3,57x 107 17,60

7,14 x 107 40,89

8,57 x 107 89,91

2,68 x 107 98,88

6,67 x 107 4,42

6,67 x10° 5,78

2,00 x 10'2 14,08

. 3,33x 10° 28,07

[Cu(gg)(bzim)|.3H,0 5.00 x 10° 62.17

6,67 x 107 85,34

1,00 x 107 94,60

3,33x 107 98,98

6,67 x 10”7 3,20

6,67 x 10° 5,58

2,00x 107 9,02

3,33 x 10'55 14,52

. 4,67 x 107 21,16

[Cu(gg)(isocyt)].2H,O 6.00 x 107 3134

6,67x 107 70,06

833x10° 88,02

1,67 x 10™ 97,20

3,33 x 104 99,32

6,67 x 107 3,02

6,67x 107 6,46

2,00x 107 13,75

3,33 x 10'2 23,50

. 467 x 10 32,25

[Cu(gg)(misocyt)].H,O 6.00 x 10% 43.50

6,67 x 107 65,50

1,00 x 10° 89,90

1,67 x 10* 95,70

3,33x 10 98,28
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion en la reduccion del NBT en funcion del logaritmo de la
concentracion de Cu(ll) para el complejo [Cu(gg)(H,0)(creat)]1,5 H,O
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion en la reduccion del NBT en funcion del logaritmo de la
concentracion de Cu(ll) para el complejo [Cu(gg)(bzim)].3H,0
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Tabla 5. Concentraciones requeridas para producir el 50 % de inhibicion.

Complejo ICs IM] compieio’[ Ctf s0p
[Cu(gg)(H,O)(creat)]1,5 H,O 439x10° 4303
[Cu(gg)(bzim)].3H,0 430x10° 4216
[Cu(gg)(isocyt)].2H,0 587 x 107 5755
[Cu(gg)(misocyt)]. H,O 5,64 x 107 5529
Cu-SOD 1,02x10% )

También en estos casos, la actividad de SOD es relativamente baja, aunque algo
mayor que la observada para el complejo con camosina. Esto es bastante 1lamativo, ya que
las caracteristicas estructurales de estos complejos, con el centro metélico relativamente
expuesto hacian prever una actividad més importante. Probablemente también en estos

casos se generen complejos que presenten una elevada estabilidad redox.

Pdg. 84



Eval...en algunos

Capltulo 5 Complejos ternarios de Cobre (I1)

SS5.Bibliografia

1. Manyak, A. R., Murphy, C. B. y Martell, A. E., Arch. Biochem. Biophys. 59, 373
(1955).

2. a) Sigel, H. (Editor), Metal lons in Biological Systems, Vol. 2. Marcel Dekker,
New York, (1973) b) Vol. 12, (1981) ¢) Vol. 13, (1981).

3. a) Eichhomn, G. L., en Sigel, H., (Editor) Metal lons in Biological Systems Vol.
10, p 1-21. Marcel Dekker, New York, (1980) b) Helene, C., Nucl. Acid Res. 2,
961 (1975) c¢) Helene, C. y Maurizot, J. C., CRC Crit. Rev. Biochem, 10, 213
(1981).

4. Bere, A. y Helene, C., Biopolymers 18, 2659 (1979) b) Koren, R. y Mildvan, A.
S., Biochemistry 16, 241 (1977) c¢) Bean, B. L., Koren, R. y Mildvan, A. S.,
Biochemistry 16, 3322 (1979).

5. Eichhorn, G. L., y Shin, Y. A., J. Am. Chem. Soc, 90, 7323 (1968).

6. Shin, Y. A. y Eichhom, G. L., Biochemistry 7, 1026 (1968).

7. Sigel, H. (Editor), Metal Ions in Biological Systems, Vol. 14 Marcel Dekker,
New York, (1982).

8. Garcia-Raso, A., Terron, A., Fiol, J. J., Molins, E. y Miravitlles, C., Polyhedron
00, 1 (1995).

9. Garcia-Raso, A, Fiol, J. J., Adrover, B., Molins, E. y Miravitlles, C., Polyhedron
15, 1829 (1996).

10. Garcia-Raso, A., Fiol, J. J., Adrover, B., Moreno, V., Molins, E. y Mata, 1., J.
Chem. Soc., Dalton Trans. 1031 (1998).

Pdg. 85



Segunda Parte

Haloperoxidasas




Segunda Parte
Haloperoxidasas

Introduccion

La evolucion de los sistemas bioldgicos, a través del tiempo, condujo a la
produccion de enzimas llamadas haloperoxidasas, las cuales catalizan la halogenacién de
sustratos organicos con ayuda de perdxido de hidrégeno, de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

R-H+H0,+X +H 5 R-X+2H,0 (1)

Las haloperoxidasas suelen clasificarse de acuerdo al rango de iones haluros, X,

que pueden utilizar:

cloroperoxidasas: CI', Br', I
bromoperoxidasas: Br, [

iodoperoxidasas: I

Hasta 1950, s6lo se conocian tres haloperoxidasas: la peroxidasa extraida de la raiz
del rabano rustico, la lactoperoxidasa, presente en leche y saliva y la mieloperoxidasa de
los glébulos blancos de la sangre. En 1960 se agregaron otras tres: la peroxidasa tiroidea,
una cloroperoxidasa extraida del hongo Caldariomyces fumago y la eosinil peroxidasa,
obtenida también de los globulos blancos de la sangre. A partir de 1970, el nimero
aumenta considerablemente, agregandose, primero, unas cincuenta bromoperoxidasas
aisladas de diversas familias de algas y luego un numero igualmente importante de
cloroperoxidasas extraidas de hongos [1].

La presencia de actividad iodoperoxidasa y bromoperoxidasa en algas marinas fue
detectada ya a comienzos del siglo XX [2-4]. Sin embargo, el interés de los investigadores
en este tipo de enzimas recién comenz6 en los afios ochenta. La mayoria de los cientificos
asumieron que estas peroxidasas eran hemoproteinas similares a las encontradas en los
granulocitos, glandula tiroidea, leche y hongos [5]. La razdn de ello fue que tanto las algas
marinas rojas Bonnemaisonia hamifera [6] y Cystoclonium purpureum [7] como la especie
alga marina verde Penicillus capitatus [8] contenian una bromoperoxidasa con un grupo

prostético hemo.
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Una nueva clase de haloperoxidasa, en la cual el grupo hemo estaba ausente fue
detectada por Vilter y col. [9-11], quienes determinaron que el centro activo de estas
enzimas esta constituido por vanadio (V), como metal esencial para su funcionamiento. Se
trata, fundamentalmente de vanadio bromoperoxidasas (V-BrPO) aisladas de algas
marrones (phaeophytae) Ascophyllum nodosum [12,13], roja (rhodophytae) Ceramiun
rubrum [14], asi como también de un organismo terrestre, el liquen Xanthoria parietina
[15], a las que se agregaron recientemente algunas iodoperoxidasas identificadas también
en algas marrones [13].

Si bien no se conoce con exactitud el rol de estas enzimas en las algas marinas, se
piensa que desempefian un papel fundamental en la biosintesis de bromometabolitos [16].
Las algas marinas son una fuente inagotable de una gran diversidad de estos metabolitos
[17], tales como indoles, terpenos, fenoles, etc, los cuales tienen una importante actividad
bioldgica, como por ej. propiedades antimicrobianas y conservantes alimenticios [18].
También se conoce que la especie marina A. nodosum produce grandes cantidades de
compuestos volatiles halogenados tales como CH,Br;, CHBr;Cl y CHBr3 [19], los cuales
tienen importantes aplicaciones farmacologicas y seguramente también, un fuerte impacto

ambiental.

Caracteristicas generales

Las V-BrPO son proteinas acidas [20,21] con una composicién similar de
aminoacidos y un peso molecular de 65000 Dalton por subunidad [15,21,22]. Si bien no se
conoce con exactitud la estructura de las V-BrPO, se pudo determinar que cada subunidad
contiene un sitio activo de vanadio (V) [13,20,23]. El vanadio puede ser facilmente
extraido por dialisis utilizando EDTA en un buffer de citrato / fosfato, con lo que la enzima
se torna inactiva. Posterior incubacién de la misma con VO, a pH neutro, permite
recuperar la actividad totalmente. Esta actividad enzimatica, sin embargo no se recupera
utilizando hierro u otros iones metalicos [24]. Esta observacion fue confirmada [13] y es
compatible con la idea de que el vanadio es un elemento traza esencial para las algas y
otros organismos [25-30]. La reactivacion de la enzima por vanadato es inhibida por
fosfato [31,32] y esto es debido a la similitud estructural de estas especies. Este fue el

primer estudio que mostré un rol esencial para el vanadio en la actividad de una enzima
[33].
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Algunas V-BrPO, tales como la del alga 4. nodosum (la mas estudiada) exhiben
una marcada estabilidad quimica [12,22,34]. Por ej. esta enzima retiene totalmente su
actividad en un medio que contiene cantidades apreciables de metanol, etanol, propanol o
butanol (hasta 60 % v/v). Todas estas enzimas que contienen vanadio tienen un pH 6ptimo
que va desde 5,5 para la enzima extraida de liquen X parietina hasta 7,4 para la enzima de
alga marina roja C. rubrum [14]. Estudios realizados por De Boer y Wever [35] mostraron
que la inhibicidn de la actividad enzimatica a bajo pH se debe a la protonacién de un grupo
ionizable, y que el H,O; es incapaz de unirse a la enzima nativa cuando este grupo esta
protonado. El pK, para el grupo funcional que controla la unién de H,O;
(constante de velocidad de 2% orden =2,5x 10° M' s a pH > 6) es de 5,7 y corresponde

al residuo de histidina.

Propiedades espectroscopicas

Estudios realizados por espectroscopia de resonancia paramagnética electronica
(EPR) demostraron que la forma reducida de estas enzimas contienen el ion oxovanadio
(IV), lo que confirma que la especie activa debe contener vanadio (V) [36].

Como se puede ver de la Tabla 1 las enzimas de varias especies diferentes muestran
los mismos parametros EPR, lo que indica que la estructura y los ligandos que coordinan
con el V (IV) en las distintas especies son similares. Se ha demostrado que los espectros
EPR dependen del pH; en efecto, los pardmetros g| y g+ practicamente no varian, pero A
y A1 muestran un considerable aumento o disminucion con la variacion de pH. Puesto que
estos dos ultimos pardmetros son medidas sensibles del entorno de coordinacién de
vanadio(IV) [37-40], se pudo concluir que el pH afecta la coordinacidn del vanadio (IV).

A partir de datos obtenidos usando esta técnica espectroscopica también se pudo
estimar que el entorno de coordinacién del vanadio estaria formado por atomos donores de
oxigeno, tales como carboxilatos de glutamato o aspartato o hidroxilos de tirosina o serina

y / o de nitrégenos, tales como la histidina [37-40].
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Tabla 1. Parametros EPR de la enzima bromoperoxidasa reducida

Condiciones

Especies .
experimentales

g“ g 2o A" AL Ao Ref

0,1M tris-S0,>
(pH 8,3)

0,IM tris-SO,*
(pH 8,3)

0,1M Na-citrato
(pH 8,3)

0,1M Na-acetato
(pH 4.2)

L. Saccharina 1,948 1,979 1,969 1645 536 907 20

X Parietina 1,945 1,979 - 1654 542 - 59
A.nodosum 1,948 1,979 1,969 160,1 502 86,6 35

A.nodosum 1,953 1,981 1967 1657 542 916 35

De Boer y col. [36] calcularon a partir de estos estudios de EPR dependientes del
pH un pKa de 5,7, lo cual sugiere una protonacién ya sea en el residuo de histidina o
aspartato / glutamato cerca del sitio metéalico. También observaron un decrecimiento
significativo en el ancho de las lineas hiperfinas, cuando la enzima fue disuelta en D,O y
en H,'’0 con lo cual demostraron que el agua forma parte del entorno de coordinacion del
vanadio (IV). El hecho de que los protones tengan acceso al ion oxovanadio (IV) en la
bromoperoxidasa reducida también fue demostrado por espectroscopia ESSEM [41]. En
efecto, estos espectros muestran una modulacién de 'H a 13.8 Mhz, la cual es reemplazada
por modulacion de deuterio cerca de 2 Mhz cuando el experimento se llevé a cabo en D,0.
Usando este tipo de espectroscopia también se ha concluido [41] que el nitrogeno esta
presente en el plano ecuatorial del oxovanadio(IV) de la bromoperoxidasa reducida. Sin
embargo la posibilidad de que la modulacién nuclear observada sea debida al acoplamiento
de un atomo de nitrégeno cercano con un centro paramagnético a través de un oxigeno

coordinante no puede ser excluida.

Espectroscopia XANES y EXAFS

A partir de estos estudios, al igual que con espectroscopia EPR, se pudo concluir
que la forma oxidada de la enzima contiene vanadio (V), mientras que la reducida vanadio
(IV) [42-44]. También se realizaron ensayos en los cuales se agregd a la enzima los

sustratos H,O, y Br [42-44]. Para la enzima tratada con H,O, se observo un pequerio

Pdg.90



Segunda Parte
Haloperoxidasas

decrecimiento en la carga del metal, lo cual sugiere la coordinaciéon del H,O; con el
vanadio. Hormes y col. [42] llegaron a la conclusion de que el vanadio en la enzima nativa
estd solamente coordinado por a&tomos de oxigenos donores y que la esfera de coordinacion
tiene una simetria de octaedro distorsionado.

Estudios EXAFS, tanto de la enzima reducida como de la nativa, permitieron a
Arber y col. [43] proponer estructuras mas detalladas. Los espectros EXAFS de ambas
especies difieren considerablemente lo que sugiere que junto con la reducciéon deben
producirse cambios significativos en la esfera de coordinacién del metal. Los datos de
EXAFS para la bromoperoxidasa nativa son consistentes con un oxigeno a 1,61 A, tres
atomos de oxigeno a 1,72 A y dos dtomos de nitrégeno a 2,11 A. Puesto que la técnica de
EXAFS no puede discriminar entre nitrégeno y oxigeno, también puede suceder que uno o
dos 4tomos de oxigeno en vez de nitrogeno estén presentes a 2,11 A, También es posible
que uno de estos atomos de oxigeno provenga del agua. La distancia mas corta V-O es
similar a aquellas vistas en los sistemas vanadatos o alcoxi-vanadio (V) [45,46].

La Fig. 1 muestra la estructura del sitio activo en las bromoperoxidasas, propuesta

originalmente por Arber y colaboradores.

Figura 1. Estructura del sitio activo de las V-BrPO

Estructura de Rayos X de las V-CLPO

Un avance importante en el estudio y caracterizacidon de estos sistemas se logrd en
1996, afio en que Messerschmidt y Wever lograron realizar un estudio cristalografico de
mediana resolucion del sitio activo de la cloroperoxidasa del hongo Curvularia inaequalis
[47]. Este estudio mostro que la proteina es cilindrica con dimensiones aproximadas de
80 x 55 A. Dos estructuras de cuatro hélices conforman la estructura principal o helicoidal.

El sitio del vanadio se encuentra en el extremo de esta estructura alineado hacia un lado
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con residuos predominantemente polares incluyendo un par ionico entre Arg 360 y Asp
292 y varias cadenas principales que contienen oxigenos carbonilicos, tal como se muestra
en la Fig. 2. Hacia el otro lado el residuo es hidrofébico y contiene Pro-47, Pro-211, Tyr-
350, Phe-393, Pro-396 y Phe-397. El sitio metalico es notablemente simple y se muestra en
la Fig. 3a. El vanadio (V) esta coordinado a un nitrégeno proveniente de un residuo de
proteina, His 496, tres 4tomos de oxigeno no proteicos en el plano ecuatorial, y un atomo
de oxigeno apical proveniente de un ligando hidréxido [48]. Todos los atomos de oxigeno
estan unidos a hidrégenos de las cadenas laterales de aminoacidos, lo cual reduce la carga
negativa alrededor del centro metélico. Cabe aclarar que la estructura de rayos X de
V-CIPO fue resuelta para el derivado coordinado con azida, el cual se obtuvo de la
cristalizacion de la proteina a partir de un buffer que contiene ese anion. En esta estructura
se encontr6 que el grupo azida coordina en una posicion axial tal como se muestra en la
Fig. 2.

La estructura de rayos X del derivado de V-CIPO que contiene un grupo peroxido
unido al vanadio, se muestra en la Fig. 3b [47]. La geometria en torno del vanadio es la de
una bipiramide trigonal distorsionada. El vanadio estd coordinado en el plano ecuatorial
con el grupo perdxido junto con un atomo de oxigeno y un nitrégeno proveniente de la His
496. Un ligando 6xido unido axialmente completa la geometria piramidal [49-51].

Si bien la estructura de rayos X para las V-BrPO no ha sido resuelta hasta la fecha,
estudios estructurales preliminares de estas enzimas han permitido determinar que existe

una fuerte homologia en la secuencia de aminoacidos particularmente en la region del sitio

del vanadio [49-51].
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Figura 2. Estructura de rayos X de V-CIPO (C. Inaequalis). El grupo azida
coordinado al vanadio proviene del buffer en el cual se hizo la
cristalizacion. Tomado de cita [52]
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Figura 3: a) Estructura del sitio nativo de V-CIPO b) Estructura del derivado de
V-CIPO que contiene un grupo peroxido unido a vanadio. Tomado de cita

[52]
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Mecanismo de la reaccion enzimatica

Las V-BrPO desempeiian un papel muy importante en la sintesis natural de especies
bromadas [16]. Basado en numerosos estudios enzimologicos, asi como en estudios con
modelos de diverso tipo, se ha propuesto un mecanismo general para la oxidacion de

haluros catalizada por vanadio-haloperoxidasas [53] y que se muestra en la Fig. 4.

Enz-O, VCl
,\%
-Cr N Cr
N
hod MO
nz- ;
//‘/)' ’ \\\ /
y \\\ III
s N HO
/ N
7 "'\'
y
O
( Enz-O,V < |
OH + X* 4———\3\ /
N\ //
/N /
X- \‘\ /4,_/—'—-—_\\
"~Enz-0, V{ |
o

Figura 4. Mecanismo general para la oxidacion de haluros catalizada por vanadio -
haloperoxidasas

Las velocidades de reaccion de cloruro y bromuro han mostrado ser altamente
dependientes del pH. La protonacion del residuo de His.404 aparece como muy importante
para la activacion del complejo de peroxovanadio, ya que la protonacion del complejo
parece ser esencial para la actividad catalitica.

El modo de accién mdas comunmente aceptado para las V-BrPO involucra la
catélisis de la oxidacion del ion bromuro por peréxido de hidrégeno para formar un
intermediario oxidado en dos electrones, “equivalente al bromo”, solo por llamarlo de
alguna manera, ya que la naturaleza real de tal intermediario es aun bastante oscura [54].

Tal intermediario [35,54,55] puede bromar sustancias organicas (org) o reaccionar con otra
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molécula de peréxido de hidroégeno para formar oxigeno (es decir, con actividad tipo

catalasa), segin se muestra en el siguiente esquema [56,57]:

V-BrPO
Br + H,O, —_— “Bry” (intermediario)

( por &j. HOBr, Br', Brs’, Ven,.-OBr, enz-Br)

k) orf/ \\k\z H,0,

Br-org + H,O %0, + Br + H,O

Los parametros cinéticos del estado estacionario de estas dos reacciones coinciden
en un factor de dos, lo cual implica que ambos caminos proceden a través de un
intermediario comun, siendo este paso el que tiene la velocidad limitante [58].

Si bien no se conoce con exactitud el rol del vanadio en las V-BrPO, se ha
sugerido, en base a los estudios espectroscopicos, que durante la catalisis el vanadio no
sufre cambios redox y se ha propuesto para el mismo una funcién de acido de Lewis [59],
lo cual difiere de la mayoria de las peroxidasas cuyo sitio activo estd formado por un grupo
Hemo [60]. La forma reducida de la enzima (vanadilo) es inactiva y no puede ser
reactivada por adicion de peroxido y / o bromuro [36]. Por otra parte, hasta la fecha, no hay
ninguna evidencia que sugiera que la enzima pueda contener V(III). La funcién de acido de
Lewis es consistente con las observaciones realizadas durante el ciclo catalitico de la
enzima. Por ej. el espectro UV de las V-BrPO cambia con la adicion de H,O, y se
restablece cuando se agrega bromuro [31]. Sobre la base de estas observaciones, De Boer y
Wever [35] sugirieron que el H>O, se une a la enzima antes que el bromuro sea oxidado
[25] y propusieron entonces que las V-BrPO ejercen su efecto catalitico al formar con el
H,0,, un peroxo complejo de vanadio, el cual es un oxidante més efectivo que el H,0,.
Este complejo reacciona luego con el ion Br™ oxidandolo a un intermediario, el cual seria
finalmente el encargado de bromar el sustrato organico.

En relacion con estos descubrimientos y teniendo en cuenta los objetivos de este
trabajo de Tesis Doctoral se intenté obtener diversos modelos sencillos que permitan
simular la actividad de este tipo de sistemas naturales y nos acerquen a una mas clara

comprension acerca de su funcionamiento y propiedades generales.
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Varios de los bien conocidos peroxo complejos de vanadio se presentan como una
buena alternativa para ser usados como modelos funcionales de estas enzimas, y algunos

de ellos seran estudiados en los capitulos siguientes.
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Capitulo 1 Peroxo Complejos de Vanadio(V)

1.1. Aspectos Generales

Se conoce desde hace mucho tiempo que el anion perdxido es un excelente ligando
para el vanadio (V), formando distintos tipos de peroxovanadatos [1,2], siendo las especies
mas importantes los monoperoxovanadatos y los diperoxovanadatos [2]. Los
peroxovanadatos son complejos muy estables lo cual ha permitido en muchos casos su
caracterizacion estructural. La reactividad de este tipo de complejos es rica y variada ya

que participan en un gran nimero de reacciones de oxidacidn entre los que podemos citar:

1) Los alquenos y alcoholes alilicos pueden ser epoxidados e hidroxilados en
presencia de estos complejos [3-11].

2) Los sulfuros pueden ser oxidados a sulféxidos y sulfonas [11-15].

3) Alcoholes primarios y secundarios son oxidados a aldehidos o cetonas [16,17].

4) El acido nicotinico en presencia de este tipo de complejos da una inusual reaccioén
de sustitucion en el carbono 6 generando acido 6-(1-hidroxietil) nicotinico [18],

etc.

Tanto los monoperoxo como los diperoxovanadatos pueden formar complejos con
un gran numero de ligandos. Entre los ligandos de interés podemos citar policarboxilatos
[19,20], aminopolicarboxilatos [21,22], 2,2" bipiridina y o-fenantrolina [23], acidos o
hidroxipolicarboxilicos [20], citratos [19], etc. Una caracteristica fundamental de la
quimica de coordinacion del vanadio es la relativa facilidad con que puede modificar su
geometria de coordinacion, asi como también el estado de oxidacion del vanadio central,
dependiendo de los ligandos a los que se encuentra asociado. Esta importante caracteristica
(estereoquimica no rigida del vanadio) y la presencia en la esfera de coordinacién del
grupo peroxo junto con otros ligandos puede modificar el potencial redox de la cupla
V(V)Y/V(IV) y por lo tanto la transferencia de un electrén intramolecular puede generar o
barrer los peligrosos radicales libres derivados de la molécula de oxigeno, lo cual puede
producir efectos toxicos o beneficiosos [24,25]. En efecto, se ha encontrado que este tipo
de compuestos tiene una importante actividad farmacoldgica [26] por ejemplo, en el
tratamiento de algunos tipos de leucemia [27], asi como también propiedades
antibacterianas [24,25], antifingicas [24,25], actividad insulinica tanto in vivo como in

vitro [28-30] y actividad bromoperoxidasa [31,32].
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1.2. Propiedades Estructurales y Espectroscopicas

El grupo peroxo es bidentado triangular en todos los casos conocidos, tal como se
observa en la Fig. 1.

Los complejos monoméricos de oxo peroxo vanadio (V) tienen uno o dos grupos
peroxos unidos en el plano ecuatorial relativo al ligando axial oxo. En la mayoria de los
complejos, la estructura de los mismos es la de una pirdmide pentagonal. Sin embargo, en
algunos casos donde la geometria es una bipiramide pentagonal, el ligando oxo de otra
molécula puede servir como séptimo ligando en una unién axial mds larga con el centro

metalico.

0]
L/,,’ 110 Oy, ” 11Qcis
] IS
L/ ’ \O L/ | \O trans
monolp_eroxo di[!:aroxo

Figura 1. Coordinacion geométrica de los mono y diperoxo complejos de vanadio (V)

La diferencia fundamental en la coordinacion del grupo peroxo entre los complejos
mono y diperoxo es la variacion en la longitud de enlace de la unidn peroxo O-O.

En general, se observa que esta unién es mas larga en los complejos diperoxo, que
en los complejos monoperoxo. Ademads en estos ultimos, el peroxo estd simétricamente
coordinado, mientras que en los diperoxo complejos la union V-Oyy,y €s ligeramente mas
larga que la uniénV-Ogis, donde V-Oyrans y V-Ovis estan definidos en la Fig. 1.

Los estudios espectroscopicos IR y Raman, también han provisto considerable
informacidn acerca de la estructura de estos compuestos [33]. En efecto, los modos de
coordinacién del peroxo se pueden establecer usando estas técnicas.

La coordinaciéon bidentada del grupo perdxido crea un entorno local Cy, el cual

tiene tres modos activos en IR y Raman (2A; + By ).
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1) Estiramiento O-O, aproximadamente en 880 cm™ de simetria A,
2) Estiramiento antisimétrico V-O, aproximadamente en 600 cm’ de simetria B,

3) Estiramiento simétrico V-O, aproximadamente en 500 cm’! de simetria A,

Debe mencionarse que los estiramientos metal-peroxo (V-O) no son siempre
claramente distinguibles [33]. Sin embargo en ausencia de ligandos que interfieran, se
pueden determinar a partir de estos estiramientos, importantes diferencias estructurales.
Por ej. en los monoperoxo complejos estas vibraciones practicamente se superponen
alrededor de 560 cm.

Un ligando monodentado en un complejo diperoxo origina una separacion de estas
bandas de aproximadamente 100 cm™ y las dos bandas aparecen cerca de 630 y 520 cm™.
En cambio un ligando bidentado causa una separacién de aproximadamente 40 cm™, y las

bandas aparecen entre 625 y 585 cm™ [34].

1.3. Formacion de Peroxo Complejos de Vanadio (V)
en Solucion Acuosa

En solucién acuosa el peréxido coordina facilmente con el vanadio (V), formando
monoperoxo, diperoxo, triperoxo y aun tetraperoxo complejos (1,2).

El equilibrio de distribucion de estos complejos es altamente dependiente del pH,
aunque en general, se necesitan condiciones de pH elevado para promover la coordinacion
de multiples ligandos peroxo ( 2 2 ) [35].

En solucién acuosa el vanadio (V) forma distintas especies de oxovanadio (V),
cuya abundancia depende de la concentracion, pH, fuerza idnica, temperatura y de la
presencia de otras sustancias. En la Fig. 2 se muestran las principales especies

mononucleares de vanadato en funcién del pH.
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Figura 2. Principales especies mononucleares de vanadato en funcion del pH.

Como puede verse, en el intervalo de pH entre 4 y 12, el vanadio (V) existe
principalmente como un oxoanién monomérico (VO43 ", HVO42', H,VOy) [36,37], mientras
que bajo condiciones 4cidas (pH < 2), la especie predominante es cis VO," [38]. Bajo
condiciones neutras y basicas la coordinacion de H,O, con vanadato da peroxovanadatos
anionicos con uno a cuatro ligandos peroxidos coordinados y peroxodivanadatos [39-41].
Bajo condiciones acidas, la adicion de H,O; a VO," puede dar una especie roja de
oxomonoperoxo, VO(O,)" y una especie amarilla de oxodiperoxo, VO(O,);" tal como se

describe a continuacion:

VO, + H,0, VO(0,)" + H,0; K, (1)

VO," + H,0; VO(0y), + 2H"; K, (2)

e
-_—
e
-—

En base a mediciones espectrofotométricas, se determinaron las constantes de
equilibrio K y K, cuyos valores son:

Ki=3,5x10°M"'yK;=13Ma 1,0 M de fuerza iénica y 25° [42] y K, = 3,7 x
10° M y K2 = 0,6 M a 0,3 M de fuerza iénica y 25° lo que demuestra que K, pero no K;
es sensible a la fuerza idnica [43].

La coordinacion del primer equivalente de H,O; con VO, es independiente del

acido. Cuando coordina el segundo equivalente de perdoxido, se liberan dos equivalentes de
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acido. Consecuentemente, la concentracion relativa de VO(O,)" y VO(O,);” depende de la
concentracion de 4cido asi como también de la concentracion de peréxido de hidrégeno. La
formacion del anion VO(O;);" se ve favorecida en un medio con baja concentracion de
acido y alta concentracién de peroxido, mientras que la formacion del cation VO(O,)" se
ve favorecida en un medio con alta concentraciéon de &4cido y baja concentracion de

peroxido.

Pag. 105



Capitqu 1

Peroxo Complejos de Vanadio(V)

14. Bibliografia

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

Harrison, A. T. y Howarth, O.W., J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1173 (1985).
Jaswall, J. S. y Tracey, A.S., Inorg. Chem. 30,3718 (1991).

Talsi, E. P., Chinakov, V. D., Babenko, V.P. y Zamaraev, K. L., React. Kinet.
Catal. Lett. 44,257 (1991).

Talsi, E. P., Chinakov, V. D., Babenko, V.P. y Zamaraev, K.I., J Mol
Catal. 81, 235 (1993).

Sharpless, K. B. y Michaelson, R.C., J. Am. Chem Soc. 95, 6136 (1973).
Michaelson, R.C., Palermo, R.E. y Sharpless, K. B., J. Am. Chem Soc. 99,
1990 (1977).

Sharpless, K. B. y Verhoeven, T. R., Aldrich Chemica Acta 12, 63 (1979).
Mimoun, H., Saussine, L., Daire, E., Postel, M., Fischer, J. y Weiss, R., J.
Am. Chem Soc. 105, 3101 (1983).

Mimoun, H., Chaumette, P., Mignard, M., Saussine, L., Fischer, J. y Weiss,
R., Nouv. J. Chim. 7, 467 (1983).

Mimoun, H., Mignard, M., Brechot, P. y Saussino, L., J. Am. Chem Soc.
108, 3711 (1986).

Bortolini, O., Di Furia, F., Scrimin, P. y Modena, G., J. Mol. Catal. 7, 59
(1980).

Nakajima, K., Kojima, M., Toriumi, K., Saito, K. y Fujita, J., Bull. Chem.
Soc. Jpn. 62, 760 (1989).

Ballistreri, F. P., Tomaselli, G. A., Toscano, R. M., Conte, V. y Di Furia, F.,
J. Am. Chem Soc. 113, 6209 (1989).

Bortolini, O., Di Furia, F., Scrimin, P. y Modena, G., J. Mol. Catal. 16, 61
(1982).

Bonchio, M., Conte, V., Di Furia, F., Modena, G., Padovani, C. y Sivak, M,
Res. Chem. Intermed. 12,111 (1989).

Bortolini, O., Conte, V., Di Furia, F. y Modena, G., Nouv. J. Chim. 9, 147
(1985).

Conte, V., Di Furia, F. y Modena, G., J. Org. Chem. 53, 1665 (1988).
Puryear, B. C., Abelt, C. J. and Djordjevic, C., Inorg. Chim. Acta 149, 15
(1988).

Pdg. 106



Capitulo 1

Peroxo Complejos de Vanadio(V)

19.
20.
21.
22,

23.
24.

25.

26.
27.
28.

29.

30.
31.
32.

33.
34.
35.
36.
37.

38.
39.

40.

\Ls

42.

Djordjevic, C., Lee, M. y Sinn, E., Inorg. Chem. 28, 719 (1989).

Djordjevic, C., Lee, M. y Sinn, E., Inorg. Chim. Acta 233, 97 (1995).
Djordjevic, C., Craig, S. A. y Sinn, E., Inorg. Chem. 24, 1281 (1985).
Djordjevic, C., Wilkins, P. L., Sinn, E. y Butcher, R. J., Inorg. Chim. Acta
230, 241 (1995).

Vuletic, N. y Djordjevic, C., J. Chem. Soc. Dalton Trans 1137 (1973).
Fridovich, 1. en G. L. Eichhom y L. G. Marzilli, (Editores) Advances in
Inorganic Biochemistry, Vol 1, Elsevier, New York, p 67 (1979).

Floyd, R. A., Free Radicals and Cancer, Marcel Dekker, New York,
(1982).

Baran, E. J., Acta Farm. Bonaerense 16, 43 (1997).

Djordjevic, C. y Wampler, G. L., J. Inorg. Biochem. 25, 51 (1985).

Shaver, A., Ng., J. B,, Hall, D. A., Loon, B. S. y Posner, B. 1., Inorg. Chem.
32,3109 (1993).

Thompson, K.H., Mc Neill, J.H. y Orvig, C., en Clarke, M.J. y Sadler, P.J.,
(Editores) Metallopharmacenticals 11, Springer Verlag, Berlin; p 139,
(1999).

Thompson, K.H. y Orvig, C., J. Chem. Soc. Dalton Trans. 2885 (2000).
Wever, R. y Kustin, K., Adv. Inorg. Chem. 35, 81 (1990).

Djordjevie, C., Lee, M., Jacobs, B. A. y Puryear, B. C., J. Inorg. Biochem.
36, 239 (1989).

Griffith, W. y Wickins, T. D., J. Chem. Soc. A 1968, 397.

Schwendt, P., Collect. Czech, Chem. Commun. 48, 248 (1983).

Butler, A., Clague, M. J. y Meister, G. E., Chem. Rev. 94, 625 (1994).
Gresser, M. J. y Tracey, A. S., J. Am. Chem Soc. 107, 4215 (1985).
Hamung, S. E., Larsen, E. y Pedersen, E. J., Acta Chem. Scand. 47, 674
(1993).

Pope, M. T. y Dale, B. W., Q. Chem. Soc. Rev. 22, 527 (1968).

Howarth, O. W. y Hunt, J. R., J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1388 (1979).
Harrison, A. T. y Howarth, O. W., J (hem. Soc. Dalton Trans. 1173
(1985).

Campbell, N. J., Dengel, A. C., y Griffith, W. P., Polyhedron, 8, 1379
(1989).

8¢¢co, F., Inorg. Chem. 19,2722 (]ng).

DA Pdig. 107



Capirulo 1 Peroxo Complejos de Vanadio(V)

43. Orhanovic, M. y Wilkins, R. G., J. Am. Chem. Soc. 89, 278 (1967).

Pig. 108



Capitulo 2

Sintesis y Propiedades
Espectroscopicas de
Oxoperoxo Complejos de

Vanadio (V)




Sintesis y Propiedades Espect...
Capitulo 2 de Oxoperoxo Complejos de Vanadio (V)

21.0xoperoxo(malato)vanadato (V)

21.1.Introduccion

Los peroxo complejos de vanadio (V) con bio-heteroligandos tales como el acido
mélico (HOOC-CHOH-CH,-COOH), cuya estructura se esquematiza en la Fig. 1,
representan una interesante clase de compuestos [1,2,3], que desemperian un importante
papel como intermediarios de vida corta en un gran nimero de bioprocesos que involucran
especies derivadas de la molécula de oxigeno. Los ligandos coordinados con el vanadio,
ademés del grupo peroxo, a los que usualmente nos referimos como heteroligandos,
determinan la reactividad de los grupos perdxidos y ponen a punto el potencial redox de la
cupla V(V)/V(IV) en la biomateria, tal como se observa en numerosas oxidaciones
cataliticas [4,5]. La estereoquimica no rigida del vanadio (V) permite interacciones
reversibles con pequerias o grandes moléculas del entorno bioldgico, las cuales gobiernan
junto con el proceso de intercambio redox V(V)/V(IV) numerosas funciones beneficiosas o
toxicas del vanadio en mamiferos y plantas [6,7]. Este tipo de complejos, efectivamente
han demostrado una actividad antitumoral contra ciertos tipos de leucemia [3].

El 4cido malico desemperia un importante papel en el metabolismo, ya que forma
parte del ciclo del 4cido citrico, de la interconversion malato-aspartato, etc. Por su parte el
vanadio se encuentra en alta concentracidon en la mitocondria, y la deficiencia de vanadio

se ha encontrado que provoca disturbios como por ¢j. en el metabolismo de los lipidos

(1,8,9].

HOOC—CHZ—(llH—COOH
OH

Figura 1. Esquema de la molécula de dcido malico

Los peroxo(malato)vanadatos (V) que estudiaremos en este capitulo representan
una interesante clase de peroxo-hidroxilcarboxilato vanadatos (V), en los cuales el ion
malato puede actuar como un ligando bidentado o tridentado y puede perder uno, dos o tres

protones.
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Por todo lo expuesto anteriormente nos parecid interesante realizar la sintesis y
estudio espectroscopicos de estos compuestos de formula M(I)[VO(O,)(C4H405)].H,0
donde M(I) =Na', K", NH;" y Cs"

212.Caracteristicas Estructurales

Los complejos con 4cido malico, M(D[VO(O,;)(C4H405)].H,O donde
M (I) = Na', K', NHy" y Cs’, adoptan la estructura del anién dimérico presentado en la
Fig. 2. La estructura de rayos X [10] revela la existencia de una uni6n tridentada del
ligando 4cido malico con el vanadio. La coordinacion alrededor de cada 4tomo de vanadio
es esencialmente la de una bipiramide pentagonal distorsionada tal como se observa en la

mayoria de los oxo peroxo vanadatos [3,11,12].

C(4b)

O(41b)

Figura 2. Estructura del anion dimérico [VO(O,)(C,H,0;5)] > Tomado vy modificado de
cita [10]

El dimero esta unido por oxigenos hidroxilicos los cuales forman un plano rémbico
perfecto con los dos atomos de vanadio. Este plano estd ligeramente inclinado (11°)
respecto del plano ecuatorial de la bipiramide que contiene los dos oxigenos del grupo
peroxo (coordinacion bidentada), y un atomo de oxigeno del grupo carboxilato vecino (por
ej., Vo-Or1a). Las posiciones axiales estdn ocupadas por el grupo oxo y un atomo de
oxigeno del otro grupo carboxilato (por €j., V,-O41,). Como es usual [3,11,12] en este tipo
de compuestos, el 4tomo de vanadio estd desplazado aproximadamente 0,30 A del plano
ecuatorial hacia el grupo oxo terminal. El ion malato tridentado tiene dos cargas negativas

y retiene un proton el cual se cree que esta deslocalizado y formando una unién hidrégeno
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con oxigenos adyacentes. Los estudios de rayos X revelan también una unién hidrégeno en
red a través de la molécula de agua de cristalizacion alrededor del dimero. Las uniones
V-O del puente son mucho mas cortas que las usuales y no muy diferentes entre si, lo que

indica que los oxigenos hidroxilicos de dicho puente estan deprotonados [3].

213.Sintesis de los complejos

Los complejos se prepararon siguiendo la técnica descripta por Djordjevic y col.

[10], de la siguiente manera:

1) Oxoperoxo(malato)vanadato (V) de potasio: K[VO(0O;)(C4H405)].H,O

Se disuelve 1 g de V,05 en 20 mL de agua destilada que contiene 0,6 g de KOH,
con calentamiento a 40°C, bajo constante agitacion. La solucidn resultante se filtra y se
enfria en un bario de hielo. Se agrega a esta solucién lentamente 1,5 g de acido malico DL
disueltos en SmL de agua destilada. Se obtiene una solucidn de color naranja claro a la cual
se le agregan 2 mL de H,0, al 30 % gota a gota y con agitacion hasta obtener una solucion
roja oscura cuyo pH final es 4,5. La precipitacion se induce con el agregado de etanol al 95
% hasta turbidez permanente. La mezcla de reaccién se deja toda la noche a 5 °C. Se
obtienen cristales rojos que se filtran y se lavan con etanol al 50 %, 75 % y finalmente con

etanol absoluto.

2) Oxoperoxo(malato)vanadato (V) de cesio: Cs[VO(0;)(C4H405)].H,O

Se sigue el mismo procedimiento anterior hasta la obtencién de la solucién roja con
H,0,. Se disuelve 1,98 g de CsCl en una minima cantidad de agua destilada y se agrega a
la mezcla anterior agitando vigorosamente. Se deja la mezcla a una temperatura de 5°C
toda la noche y se obtienen cristales rojos que se filtran y se lavan como en el caso

anterior.

3) Oxoperoxo(malato)vanadato (V) de sodio: Na [VO(O;)(C4H405)].H,O

Se disuelven 0,5 g de V05 en 10 mL de agua destilada que contiene 0,22 g de

NaOH mediante agitacion y suave calentamiento hasta obtener una solucién clara (filtrar si
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es necesario). Luego se continta tal como se describe en la preparacion del complejo de

potasio y se obtienen cristales rojos anaranjados.

4) Oxoperoxo(malato)vanadato (V) de amonio: NH4 [VO(O2)(C4H405)].H,0

Se disuelven 1,2 g de NH4VO; en 20 mL de agua destilada y se calienta
suavemente a 40°C. Se agregan 2 mL de H,0O; al 30 % y 0,5 mL de NH4OH, lentamente y
bajo constante agitacion. Después de aproximadamente 15 min se obtiene una solucion
clara de color amarillo anaranjado, que se enfria en un bario de hielo. Se disuelven 1,5 g de
acido malico en 5 mL de agua destilada y se agregan a la solucion anterior. Se obtiene una
solucion de color rojo y pH = 4. Se agrega etanol al 95 % gota a gota y con agitacion hasta
que la solucion permanece turbia. La mezcla de reaccion se deja toda la noche en heladera,
y al dia siguiente se obtienen cristales de color rojo que se lavan y secan tal como se
describid para el complejo de potasio.

Todos los complejos sintetizados son solubles en agua y estables en aire por
espacio de una semana. Luego comienzan a descomponerse gradualmente, al perder
peréxido y en este proceso cambian de color al borgoria, marron oscuro y finalmente al

negro.

214.Resultados y Discusion

2141.Espectros electronicos

La Fig. 3a muestra el espectro electronico de una solucioén acuosa (3,5 x10° M) de
la sal de potasio. La banda de absorcién con maximo en 420 nm y & = 300 L mol™ cm™
corresponde a una transferencia de carga del ligando al metal (peroxo-vanadio) la cual es
caracteristica de los monoperoxovanadatos [3,11,12]. La Fig. 3b muestra el espectro
electronico de una solucion acida (pH 1) del complejo; el maximo de esta banda, tal como

es esperado, se desplaza a 450 nm debido a la presencia del i6n VO(O,)" [11,13, 14].
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Figura 3. Espectro electronico de K[VO(O,)(C,H,0s)]. H,O: a) en solucion acuosa y
b) en solucion acuosa dcida (pH 1)

2142.Espectros infrarrojols

Los espectros IR fueron medidos utilizando las muestras sdlidas en forma de
pastillas de KBr.

Las asignaciones de las bandas observadas en los espectros de los distintos
complejos fueron realizadas al comparar los espectros IR de los mismos con el espectro del
ligando libre y en base a datos reportados en la bibliografia para otros

monoperoxocomplejos de vanadio(V) con heteroligandos [3,11,12].

Pig. 114



Sintesis y Propiedades Espect...
Cap[tu[o 2 de Oxoperoxo Complejos de Vanadio (V)

La porcién mas relevante del espectro IR del ligando 4cido malico y del complejo
con potasio se muestra en la Fig.4, mientras que tanto la posicién como la asignacién de las
bandas mas importantes de los espectros del ligando y de los distintos complejos se

muestran en la Tabla 1.

a) o%T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600
cm
b) o Fﬂ
T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 .|

cm

Figura 4. a) Espectro IR del ligando dcido malico,; b) Espectro IR del complejo oxoperoxo
(malato)vanadato (v) de potasio
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Para el ligando acido malico, el espectro muestra una banda intensa en 1740 cm”’,
la cual se asigna al estiramiento C=0O de los grupos carboxilicos. Dos bandas que se
originan de la flexion en el plano del enlace C-OH (intensidad media) y del alargamiento
C-O (mas intensa) aparecen en el espectro en 1408 y 1280 cm™ respectivamente. La banda
de flexién C-OH en 1408 cm™ se presenta en la misma region que la vibracion en tijera del
grupo metileno, CH,, adyacente al carbonilo, la cual en este caso aparece en 1456 em™,

Las bandas localizadas entre 1280 y 1180 cm™ se deben al estiramiento del C-O
acoplado con la deformacién OH de grupos COOH. Una banda intensa en 1104 cm™ se
asigna al estiramiento del enlace C-O alcohdlico. Por debajo de 1000 cm™ el espectro
presenta dos bandas de intensidad media ubicadas en 970 y 950 cm' las cuales se asignan a
la flexion fuera del plano del enlace O-H del grupo carboxilico asociadas al estiramiento
del enlace C-C. Una banda de intensidad media en 882 cm™' se asigna a la deformacion del
grupo COOH, en tanto que las bandas presentes entre 750 y 670 cm™ se asignan al rocking
del grupo CH,.

El espectro IR de los complejos con acido malico presenta bandas caracteristicas de
los grupos oxo y peroxo, asi como también del acido malico coordinado [3,11,12].

Tal como puede observarse en el espectro, la region correspondiente a las
frecuencias de estiramiento antisimétrica y simétrica del grupo COO" muestra
caracteristicas propias del ligando malato coordinado.

En efecto, después de la coordinacién del ligando con el vanadio, estos modos
aparecen desplazados a frecuencias menores. La banda intensa presente en el espectro del
acido malico a 1740 cm™, asociada al estiramiento del grupo C=0, esta desplazada en los
complejos y aparece como dos bandas intensas entre 1670-1580 cm”, que corresponde al
estiramiento antisimétrico del grupo COO" (v,sCOO"). Este desplazamiento indica que los
dos grupos carboxilato del 4cido malico estan deprotonados y coordinados. La presencia de
dos bandas en esa zona puede atribuirse a dos grupos carboxilatos unidos a carbonos no
equivalentes, uno unido a un grupo CH; y el otro a un grupo C-OH. Bandas adicionales
localizadas entre 1449-1394 cm™' se asignan al estiramiento simétrico de los grupos
carboxilato deprotonados, que incluyen ademas contribuciones de movimientos de
vibracioén en tijera del grupo CH,.

La zona en el espectro entre 1200 y 1000 ofrece también algunas caracteristicas
interesantes: por €j. se observa una banda intensa en 1090 la cual se asocia tentativamente
al estiramiento C-O del alcohol deprotonado del ligando, la cual en el acido aparecia a

valores mayores de frecuencia (1104 cm™).
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Dos bandas intensas que aparecen entre 977 cm™ y 955 cm™ para los distintos
complejos se asignan al estiramiento del enlace V=0 y una banda adicional de intensidad
media que aparece alrededor de 920 cm™' se asigna a v(O-0). La banda de intensidad media
que aparece en el espectro en 731 cm’', se asigna tentativamente a la vibraciéon V-O-V del
puente que une al dimero (suele considerarse diagndstico de la formacion del dimero), en
tanto que la banda de intensidad media alrededor de 640 cm™' se asigna tentativamente al
acoplamiento entre las vibraciones de estiramiento antisimétrico V-O; y el estiramiento del
enlace 0-O. Finalmente dos bandas entre 620 y 550 cm™ se asignan a las frecuencias de

estiramiento antisimétrica y simétrica respectivamente del enlace V-O,.
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Tabla 1. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas del ligando (ac. mdlico) y sus complejos
de oxoperoxovanadio (V).(Posicion de las bandas en cm™)

Ac. Malico
1740 mf

1456

1408
1350

1280

1240
1183

1104

970
/950

882

750
670

3 3

-y

3 3
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K+
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/1663
1588

1449
1426
1394

1090

971
/955
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635
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NH,*
f
f 1674 f
f 1583 f
f 1445 f
m 1430 m
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f 970 f
m /955 m
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f 568 f

Cs"

1672
1583

1444
1400

1083

971
/955

922
/ 905

733
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600
569

o

oL =h =» -h

™ 3 3 3

Na’

1672
1585

1448
1410
1398

1087

974
/955

921
/905

732
642
600
567

838"

e 3 ™

™ 3 8 B

Asignacion

vC=0
v,s COO

6 CH, tijera

v, COO™ + & CH,
tijera

6 C-OH en el
plano

vC-0O
(COOH)

v C-0 +8 OH
(COOH)

v C-O (alcohol)

v C-O (alcohol
deprotonado)

& C-OH (COOH)
+vC-C

vV=0

v 0-0
& (COOH)
P CHZ

vV-0-V

Vi V-0, + v 0-0
Vo V-0,

v,V-O,
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22. Oxoperoxo(citrato)vanadato (V)

221. Introduccion

El 4cido citrico, cuya formula esta esquematizada en la Fig. 1, contiene tres grupos
carboxilicos ionizables y una funcién alcohol que perdiendo un protén, también puede

constituirse en un potencial sitio de coordinacion [3, 15-17].

OH

HOOC—CH; CH,—COOH

|
|
COOH

Figura 1. Esquema de la molécula de dcido citrico.

El 4cido citrico y los iones citratos son compuestos muy importantes en numerosos
procesos bioldgicos [18]. Estan presentes como especies de bajo peso molecular en los
tejidos de la mayoria de plantas y animales. Se hallan en una concentracién de
aproximadamente 0,1mM en plasma [19] y en un 0,3 % en peso en dientes y huesos
[18,20]. También regulan algunos procesos fisiologicos fundamentales y actian de
intermediarios en el metabolismo de carbohidratos como por ej. en el ciclo de Krebs.

Los peroxo complejos de vanadio (V) con bio-heteroligandos tales como el acido
citrico son muy interesantes desde el punto de vista bioquimico por varias razones, entre
las que podemos citar: en el proceso de purificacion y caracterizacion de las vanadio
bromoperoxidasas, dos operaciones estan directamente relacionadas con las propiedades de
los peroxocitrato-vanadatos (V), la primera de las cuales es la formacion de un producto
con un Amax @ 420 nm el cual se convierte gradualmente, en soluciones &cidas, en una
sustancia diferente al incrementarse la absorbancia a 460 nm [21-24]; En los
monoperoxovanadatos (V) la banda de transferencia de carga ligando-metal ocurre entre
415 y 430 nm, y en soluciones acidas esta banda se corre aproximadamente a 460 nm
debido a la formacion del cation VO(O;)" [11,13,14]. Ademas, el vanadio puede ser
facilmente extraido por dialisis utilizando EDTA en un buffer de citrato / fosfato, con lo
que la enzima se torna inactiva. Es muy probable entonces que algo del vanadio se una al

citrato [21]. Por otra parte, también se ha demostrado que este tipo de compuestos presenta
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una moderada actividad antitumoral con una toxicidad que ocurre a dosis relativamente
altas [4].

Debido a la peculiares caracteristicas de estos sistemas nos parecid interesante
realizar la sintesis y el estudio espectroscopicos de algunos complejos de formula
M'[VO(0,)(CsHs07)].H2O donde M' = K*, NH,* y Cs*. Con fines comparativos también
se realizd la sintesis y el estudio espectroscopico de dioxocitratos de vanadio (V) de

formula general M'[VO, (CsHeO7)].H>0, con M' =Ky NH,".

22.2. Caracteristicas Estructurales

Previa a la discusion de los espectros UV-Visible ¢ IR, se hara un comentario sobre

las estructura que adoptan los distintos compuestos estudiados.

1) Oxoperoxo(citrato)vanadato (V)

La Fig. 2 muestra la estructura del anién dimérico para el oxoperoxo(citrato)-
vanadato (V) de potasio. Los estudios de rayos X [3] revelan que el dimero puede ser
descripto como dos bipiramides pentagonales distorsionadas doblemente unidas por
oxigenos hidroxilicos (O3A y O3A’) que ocupan dos sitios del plano ecuatorial
pentagonal. Este plano contiene también los dos oxigenos del grupo peréxido coordinado
(O1 y O2) y un oxigeno del grupo carboxilato central (O6B). Los sitios axiales estan
ocupados por el grupo oxo (O3) y un oxigeno del grupo carboxilato terminal, O(1A). Los
atomos del puente V-O(3A)-V'-O(3A") forman un plano romboidal perfecto. Como es
usual [10,11] en este tipo de compuestos el atomo de vanadio estd desplazado
aproximadamente 0,24 A del plano ecuatorial hacia el grupo oxo terminal.

Los dos protones del ion citrato dibasico coordinado es muy probable que estén
localizados sobre los dos grupos carboxilato terminales, uno de los cuales esta libre
(C5). En efecto, el oxigeno del otro grupo carboxilato terminal (O1A) que coordina con el
vanadio trans al grupo oxo tiene una longitud de enlace V-O de 2,561 A. Esta longitud de
enlace es mucho mas larga que la distancia V-O ecuatorial (2,013 A) lo que indica que es
el grupo carboxilato central el que estd deprotonado. Las uniones V-O del puente son

mucho mas cortas que las usuales y no muy diferentes entre si, lo que indica que los
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oxigenos hidroxilicos de dicho puente estan deprotonados, tal como se ha observado

previamente en algunos citrato-complejos de metales de transicion [18,25].

c) Vanadio
@ Oxigeno
O Carbono

Figura 2. Estructura del anion dimérico [VO(Oy)(CsHsO,)]". Tomado y modificado de
cita [3]

2) Dioxo(citrato)vanadato (V)

La Fig. 3 muestra la estructura del anion dimérico [VOz(HzCit)]zz', en la cual puede
apreciarse que cada atomo de vanadio esta pentacoordinado con una geometria intermedia
entre una piramide de base cuadrada y una bipiramide de base trigonal. La estructura de
rayos X [26] revela una unidn bidentada del acido citrico con el vanadio (V) a través de un
oxigeno hidroxilico y el oxigeno de un grupo o carboxilato y permanecen dos grupos P

carboxilicos libres.
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& Vanadio

@ Oxigeno
D Carbono

® Hidrogeno

Figura 3. Estructura del anién dimérico [VO, (H,Cit)],". Tomado y modificado de cita [26]

223. Sintesis de los complejos

Los complejos se prepararon siguiendo la técnica descripta por Djordjevic y col.

[3], de la siguiente manera:

1) Oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de potasio. K[VO(O;) (CsHcO-)].H,0

Se disuelve 0,5 g de V205 en 10 mL de agua destilada que contiene 0,3 g de KOH a
40°C hasta obtener una solucion clara que se enfria en un bafio de hielo. Se afiaden 2 mL
de H,0; al 30% lentamente y con agitacion. Se disuelve 1,16 g de acido citrico en 5 mL de
agua destilada y se agrega a la mezcla anterior. Se obtiene una solucién de color rojo
anaranjado de pH = 4. A continuacién se adiciona lentamente etanol frio al 95% hasta
turbidez permanente y se deja la mezcla de reaccion toda la noche a 5°C. Se obtienen

cristales de color naranja que se filtran y se lavan con etanol al 50% y al 95%.
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2) Oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de amonio. NH4;[VO(O-) (C¢HgO~)]. H20

Se disuelven 0,59 g de NH4VO; en 10 mL de agua destilada y se afiaden 2 mL de
H,0, al 30 % y unas gotas de NH4OH. Se calienta suavemente hasta disolucion total. La
solucion clara de color amarillo se enfria en un bario de hielo y se le adiciona 1,05 g de
acido citrico disueltos en 5 mL de agua destilada, lentamente y con agitacion. La solucion
se pone de color rojo. Se agrega etanol frio al 95% para iniciar la precipitacion y la mezcla
de reaccion se deja toda la noche a 5°C. Se obtienen cristales de color rojo anaranjado que

se filtran y se lavan como en el caso anterior.

3) Oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de cesio. Cs|VO(O;) (CsH¢O7)]. H.O

Se disuelven 0,5 g de V205 en 10 mL de agua que contiene 0,2 g de NaOH a 40°C.
La solucién clara se enfria en un bario de hielo y se ariaden 2 mL de H,O, al 30 %. Se
agregan luego 1,16 g de 4cido citrico disueltos en 5 mL de agua destilada lentamente y con
agitacion, hasta obtener una solucion roja anaranjada de pH = 4. Finalmente se adicionan
0,99 g de CsCl disuelto en 3 mL de agua. La precipitacion se inicia agregando etanol frio
hasta que persista la turbidez. Los cristales rojo anaranjado se obtienen al dejar la mezcla
toda la noche a 5°C y los mismos se separan por filtracion y se lavan igual que los

anteriores.

4) Dioxo(citrato)vanadato (V) de potasio. K[VO, (C¢HsO7)].H,O

Se disuelve 1,82 g de V,0s en 10 mL de agua destilada que contiene 0,6 g de
KOH, calentando suavemente a 40°C. Se agrega lentamente y con agitaciéon 10 mL de
solucion de 4cido citrico 1 M. Se observa que la solucion se pone gradualmente roja,
naranja amarillenta y finalmente verde. La mezcla de reaccion se filtra, se evapora y se

obtiene un precipitado de color verde claro que se lava con etanol al 50 % y se seca al aire.

5) Dioxo(citrato)vanadato (V) de amonio. (NH,4)[VO; (C¢HsO7)]. H,O

Se disuelven 1,17 g de NH4VO; en 10 mL de una solucion 1M de acido citrico.
Luego se continda como en el caso anterior, obteniéndose un precipitado de color verde
claro.

Todos los complejos obtenidos son solubles en agua y tienen una remarcable

estabilidad.
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224. Resultados y Discusion

224.1. Espectros electronicos

La Fig. 4a muestra el espectro de una solucion acuosa (3 x 107 M) del complejo de
oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de potasio. Al igual que en el caso de los
oxoperoxo(malatos), se obtiene una banda de absorcion con maximo en 410 nm y € = 354
L mol™” ecm™, correspondiente a una transferencia de carga del ligando al metal (peroxo-
vanadio), caracteristica de los monoperoxovanadatos [10,11]. La Fig. 4b muestra el
espectro electrénico de una solucion éacida (pH 1) del complejo; el maximo de esta banda,

tal como es esperado, se desplaza a 450 nm debido a la presencia del ion VO(Oy)

[11,13, 14].
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Figura 4. Espectro electronico de K[VO(O,) (CsHsO7)]. H>O a) en solucion acuosay b) en
solucion acuosa dcida (pH 1)
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2.24.2. Espectros infrarrojos

Los espectros IR de los distintos oxoperoxo(citratos)vanadatos (V) fueron medidos
en una suspension de Nujol, ya que en pastilla de KBr mostraron signos de
descomposicion. El espectro del ligando fue medido tanto en suspension de Nujol como en
pastilla de KBr para poder asignar con mas precision el corrimiento de las bandas y por
ultimo el espectro de los oxo(citrato)vanadatos (V) fue estudiado en pastilla de KBr ya que
se obtuvo una buena reproduccion de los mismos.

Las Figs. 5 (a y b) y 6 muestran la porciéon mas relevante de los espectro IR del
ligando libre y de los complejos oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de potasio y del
dioxo(citrato)vanadato (V) de potasio respectivamente.

En la Tabla 1 se muestran las asignaciones de las bandas mas importantes del
espectro IR de los oxoperoxo(citratos)vanadatos (V), las cuales fueron realizadas
comparando sus espectros con los del acido citrico, con los espectros de los dioxo(citrato)
vanadato (V) y en base a datos reportados en la bibliografia para otros
monoperoxocomplejos de vanadio (V) con heteroligandos [3,10,11].

El espectro IR del acido citrico presenta dos bandas ubicadas en 1739 y 1695 em’™,
las cuales se asignan al estiramiento del enlace C=0. La presencia de dos bandas debidas a
este estiramiento pueden atribuirse a dos grupos carboxilicos unidos a carbonos no
equivalentes (dos grupos carboxilicos estdn unidos a carbonos con dos atomos de
hidrogeno y el tercero con un carbono que contiene un grupo OH alcohdlico). Para este
acido también se espera una banda de intensidad media alrededor de 1400 cm™ (tapada por
la banda de Nujol, pero presente en el espectro en KBr) la cual se asigna a la flexion en el
plano del enlace C-OH y que ademas se presenta en la misma regién que la vibracion en
tijera del grupo CH, . La banda alrededor de 1200 cm™ (la cual se observa intensa en el
espectro en KBr) se asigna al estiramiento del enlace C-O. En esa zona el espectro presenta
una serie de bandas algunas de las cuales corresponden al estiramiento C-O acoplado con
la deformacién OH de grupos COOH y también al estiramiento del enlace C-O alcohélico.
Por debajo de 1000 se observa una serie de bandas débiles entre las que se identifica,
alrededor de 940 cm’™, la correspondiente a la flexién fuera del plano del enlace OH y al

modo de rocking de los grupos CH, en aproximadamente 780 cm.
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Figura 5. a) Espectro IR del ligando dcido citrico; b) espectro IR del complejo
oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de potasio
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Figura 6. Espectro IR del complejo dioxo(citrato)vanadato (V) de potasio
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Tabla 1. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas del ligando (ac. citrico) y de sus
complejos de vanadio (V). (Posicion de las bandas en cm’)

AcCitrieo (L OO (CHON IO (CHONHO (GHONIO  (CHONHO Asignacion
1698 § vC=0
1717 £ 1722 £ 1728 £ 1705 1705 £
1672 f 1673 f 1717 1650 £ v,.COO
1611 f 1611 f 1661 f
1464 £ 1458 1464 1406 f 1406 £ _
1381 f 1380 £ 1344 £ 1330 f 1340 £ gsggotf
1317 f 1316 f 1311 f 2 tjera
6 C-OH enel
1378 mf plano + 8 CH,
tijera
1200 f v C-O (COOH)
1172 m vC-O+6 OH
1139 m (COOH)
1083 m v C-0 (alcohol)
1071 £ 1067 £ 1067 £ 1072 £ 1072f v C-O (alcohol)
983 975 f 972 f 955 f 955  vV=0
6 (OH) fuera del
940d plgmo zCOOH)
933 f 933 933 vO-0
780 d o CH,
7N7f 722 £ 7N7¢ 710 £ 705f  vV-O-V
572m 572m 572m 572m 52m v, V-0,
550 m 550 m 550 m 550 m 550 m v, V-0,

El espectro IR de los complejos estudiados muestra estiramientos caracteristicos del
ligando citrato coordinado, asi como también de los grupos oxo y peroxo.

El espectro IR de los oxoperoxo(citrato) presenta tres bandas bien definidas entre
1717 y 1611 cm™ las cuales se atribuyen al estiramiento antisimétrico de los grupos COO".
Estas bandas estan desplazadas a frecuencias menores que la correspondiente al grupo
carboxilico del ligando libre las cuales aparecen, como se dijo, ubicadas en 1739 y 1695
cm’. Estos cambios se atribuyen a las peculiaridades estructurales de los tres grupos
carboxilato del ligando. En cambio para los oxo(citratos), (sin grupo peroxo) aparecen dos
bandas intensas en 1705 y 1650 cm™' para el de potasio y una banda ancha alrededor de
1700 cm™ para el de amonio, las cuales corresponden también al estiramiento antisimétrico

de los grupos COO'. Para el estiramiento simétrico de este mismo grupo se esperan una
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serie de bandas entre 1464 y 1311 cm™, tapadas algunas por las bandas de Nujol para el
caso de los oxoperoxo(citratos), pero que si se observan en el caso de los oxo(citratos), y
las cuales incluyen ademds las contribuciones de los modos deformacionales del grupo
CH..

La separacién entre la frecuencia de vibracion antisimétrica y simétrica del grupo
COO" de aproximadamente 300 cm™, para todos los complejos estudiados, la cual es
significativamente mas grande que el valor de 210 cm™ para la sal citrato de sodio
confirma la presencia de un grupo carboxilico libre o coordinado unidentadamente, lo cual
estd de acuerdo con los estudios de rayos X. Estas observaciones demuestran que el
A (vy - Vs), relacionado con la coordinacion del grupo carboxilato, ampliamente estudiado
en los complejos con acetato [27], también se da para los acidos policarboxilicos como el
acido citrico.

Una banda intensa alrededor de 1072 y 1067 cm’ para los distintos complejos se
asigna tentativamente al estiramiento C-O del alcohol deprotonado del ligando, ya que
tales bandas se hallan usualmente entre 1000 y 1100 cm™'. Algunas de las bandas restantes
en esa zona probablemente estén relacionadas con deformaciones del grupo CH,.

La zona del espectro por debajo de 1000 cm™ ofrece caracteristicas importantes
cuando se la compara con el espectro del ligando libre.

I en los

El estiramiento del enlace V=0 se asigna a la banda ubicada en 983 cm’
oxoperoxo(citratos). En el caso de los dioxo(citratos) la banda correspondiente a este
estiramiento aparece a menor frecuencia (955 cm™) [28].

La asignacién de la banda correspondiente al estiramiento del enlace O-O del grupo
peroxo se realizé al comparar los espectros de los oxoperoxo(citratos) con los de los
oxo(citrato). En efecto, una banda ubicada en aproximadamente 933 c¢m™ presente en los
espectros de los tres oxoperoxo(citratos) y ausente en los espectros de los oxo(citratos) se
asigna a este enlace. Esta banda aparece a frecuencias mas altas que las observadas en
otros peroxo complejos de vanadio (V) con heteroligandos [11,14,29,30].

La banda de intensidad media a intensa que aparece en los distintos complejos entre
705 y 722 cm’' se asigna tentativamente a la vibracion V-O-V del puente que une al
dimero (numerosos autores consideran esta banda como diagnéstico de la formacion del
dimero). Finalmente las bandas adicionales que aparecen en el espectro de los peroxo

citratos complejos en la regiéon entre 570 y 550 cm’ se asignan a las frecuencias de

estiramiento antisimétrica y simétrica respectivamente, del enlace V-Os.
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23.0xoperoxo(nitrilotriacetato)vanadato (V)

23.1.Introduccion

Hemos visto en capitulos anteriores que los peroxo complejos de vanadio (V) con
bio-heteroligandos representan una interesante clase de compuestos, con actividad
bioldgica [1-3] y que esta actividad biolégica depende esencialmente del tipo de
heteroligando que forma parte de la esfera de coordinacion del vanadio [4].

El acido nitrilotriacético, cuya formula se presenta esquematicamente en la Fig. 1,
es un compuesto alifatico tricarboxilico muy usado en complexometria debido a sus

excelentes caracteristicas como ligando polidentado.

OH
)

Figura 1. Esquema de la molécula de dcido nitrilo triacético.

Este 4cido reacciona con vanadio (V) en presencia de peroxido de hidrogeno para
formar un compuesto cristalino, oxoperoxo(nitrilotriacetato)vanadato(V), de foérmula
molecular K;[VO(0O,)(CsHeNOg)].2H,0, donde (C6H6NO6)3' es el ion nitrilo triacetato
(NTA) [12]. La actividad antitumoral sobre ciertos tipos de leucemia de este interesante
complejo como la de otros peroxo vanadatos (V) con heteroligandos ha sido evaluada [4].
Si bien este compuesto no ha demostrado tener una actividad significativa, ha sido
distinguido de otras sustancias similares por su inusual estabilidad y baja toxicidad. En
efecto, los cristales de color rojo anaranjado son sumamente estables y permanecen en el
aire sin descomponerse durante afios. La dosis de toxicidad encontrada para otros peroxo
vanadatos (V) con heteroligandos [4] varia entre 6 y 16 mg/kg, mientras que para el
complejo con NTA la toxicidad ocurre recién por encima de los 120 mg/kg. Debido a las
inusuales caracteristicas de este complejo nos parecié interesante realizar la sintesis y

estudio espectroscopico del mismo.
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23.2.Caracteristicas estructurales

Los estudios de Rayos X [12] indican que la estructura del complejo en estado
s6lido es monomérica y debe ser distinguida de otros complejos de vanadio que son mucho
menos estables, como por e€j., los peroxo citratos y los peroxo malatos estudiados en
capitulos anteriores.

La Fig. 2 nos muestra la estructura del complejo, el que presenta una geometria de
bipiramide pentagonal distorsionada, idéntica a la que se observa en la mayoria de los
peroxo complejos [3,11,31-36].

El grupo peroxo ocupa la posicion ecuatorial ubicado en posicion cis al grupo oxo,
que esta en posicion axial, y localizado entre dos oxigenos de los grupos carboxilatos y al
frente del nitrégeno. En posicion trans al grupo oxo se encuentra el oxigeno del tercer
grupo carboxilato del ligando tetradentado NTA. La longitud del enlace O-O = 1,438 A cae
dentro del rango esperado para este tipo de complejos que es entre 1,43 y 1,47 A. Sin
embargo las dos distancias V-O (del grupo peroxo) son distintas entre si lo cual es
diferente de lo observado en otros peroxo complejos de vanadio (V) [3,11,31-36], en los
cuales estas dos distancias son practicamente iguales.

Resulta evidente, al comparar con la estructura de complejos similares, que la
coordinacion no simétrica del grupo peroxo depende del heteroligando y de la
estereoquimica completa del sistema. Se ha propuesto que esta unidén bidentada no
simétrica con el vanadio incrementa la interaccion entre el orbital atomico 2s del oxigeno y

el orbital atdbmico p, del metal [37].
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@ Vanadio
@ Oxigeno
& carbono
W Nitrogeno

Figura 2. Estructura del anion [VO(O,) NTA)*. Tomado y modificado de cita [12]

El nitrégeno, ubicado en posicién ecuatorial, estd a una distancia de 2,199 A. la
cual es comparable a la distancia V-N de compuestos similares [11]. El vanadio sale fuera
de este plano 0,20 A hacia el grupo axial oxo con una longitud de enlace V=0 igual a
1,617 A y cae dentro del rango esperado.

En posicidn trans al grupo oxo se encuentra el tercer oxigeno del grupo carboxilato
del ion NTA localizado a casi igual distancia del vanadio que los otros dos oxigenos de los
grupos carboxilato ubicados en el plano pentagonal. Esto es inusual por que esta unién
deberia ser mas larga o mas elongada que las otras dos uniones ecuatoriales. Esto hace que
el dngulo de enlace O(1)-V-O(2) sea de 165, 8° y no 180° que es lo que se observa en la
mayoria de los monoperoxo complejos [3,11,31-36]. Esta inclinacion del angulo
O(1)-V-O(2) fuera del grupo peroxo seguido de una envoltura cerrada del quelato NTA

distorsiona evidentemente la coordinacion del poliedro. Esta distorsidn, si bien expone al

Pdg. 132



Sintesis y Propiedades Espect...
Cap[lula 2 de Oxoperoso Complejos de Vanadio (V)

grupo peroxo, permite evidentemente un solapamiento Optimo entre los orbitales del
ligando y los del vanadio.

Estas caracteristicas de coordinacidon tan particulares, que no existen en otros
compuestos similares seguramente son, en parte, los responsables de la notoria estabilidad

quimica.

233.Sintesis del complejo

El complejo se preparo siguiendo la técnica descripta por Djordjevic y col. [12]. Se
disuelve 1 g de V05 en 15 mL de agua destilada que contiene 1 g de KOH, con suave
calentamiento. Se le agrega 1,6 g de acido nitrilo triacético, H3NTA, disuelto en 15 mL de
agua, y con constante agitacion. Luego se afiaden 3 mL de H»O; al 30 %. Finalmente se
ajusta el pH entre 5 y 6. La solucion se filtra, y se adiciona etanol para iniciar la
precipitacion. La mezcla de reaccion se deja toda la noche a 5°C y se obtienen cristales

rojo-anaranjados que se filtran y se lavan con etanol al 60%.

234.Resultados y Discusion

234.1.Espectros electronicos

La Fig. 3a muestra el espectro de una solucién acuosa (1,5 X 10 M) del complejo.
La banda de absorcién con maximo en 430 nm y € = 307 L mol” cm™ corresponde a una
transferencia de carga del ligando al metal (peroxo-vanadio) la cual es caracteristica de los
monoperoxovanadatos [3,11,12]. Tal como ocurre en los complejos con &cido citrico y
malico, en soluciones acidas (pH =1) el maximo de esta banda se desplaza a 450 nm

debido a la presencia del ion VO(O,)™ [11,13,14] (Fig. 3b).
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Figura 3a. Espectro electronico de K| VO(O,)(CcHgNOg)].2H,0 en solucion acuosa
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Figura 3b. Espectro electronico de K[VO(O2)(CcHgNOg)].2H,0O en solucion
acuosa dcida (pH 1)
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2342.Espectros infrarrojas y Raman

Los espectros IR fueron medidos utilizando las muestras sélidas en forma de
pastillas de KBr.

Las Figs. 4 (a y b) muestran la porcién mas relevante del espectro IR del ligando
NTA y su complejo de vanadio en tanto que la Fig. 5 muestra el espectro Raman del
mismo.

En la Tabla 1 se muestran las asignaciones de las bandas mas importantes del
espectro IR y Raman las cuales fueron realizadas comparando el espectro del complejo con
el del ligando NTA libre y en base a datos reportados en la bibliografia para otros
monoperoxocomplejos de vanadio(V) con heteroligandos [3,11,12].

Para el ligando NTA el espectro IR muestra una banda intensa alrededor de 1730
cm™ la cual se asigna al estiramiento C=O de los grupos carboxilato. Una serie de bandas
que se presentan en el espectro entre 1460 y 1300 se asignan a la flexion en el plano del
enlace C-OH, la cual se presenta en la misma region que la vibracion en tijera del grupo
metileno, CH,, adyacentes al carboxilo. Un doblete de mayor intensidad ubicado en
1244-1224 cm’' se asigna al alargamiento del enlace C-O. La banda intensa ubicada en
1205 cm™ se asigna al estiramiento del grupo C-O acoplado con la deformacién OH de
grupos COOH en tanto que la banda ubicada en 1077 cm™ se asigna al estiramiento del
enlace C-N. Tres bandas intensas ubicadas en 1009, 970 y 900 cm™ respectivamente, se
asignan a la flexion fuera del plano del enlace O-H del grupo carboxilico, acopladas al
estiramiento del enlace C-C. Una banda de intensidad media en 862 cm™ se asigna al
estiramiento simétrico CCN, en tanto que las bandas presentes entre 750 y 680 cm™ se
asignan al modo de rocking del grupo CHs.

El espectro IR del complejo de vanadio (V) presenta una banda ancha de intensidad
media centrada en 1628 cm™' asignable al estiramiento antisimétrico de los grupos COO'.
Tal como puede observarse, al comparar los espectros del ligando y su complejo, esta
banda esta desplazada a frecuencias menores que la correspondiente al grupo C=0O del
ligando libre, el cual aparecia en 1730 cm™. Este desplazamiento indica que todos los
grupos carboxilatos del ligando estan deprotonados y coordinados al igual que en otros
peroxo complejos estudiados en los cuales el COO™ forma parte del enlace metal-ligando.

Una banda adicional en 1400 cm™ se asigna al estiramiento simétrico de los grupos COO'.
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Figura 4: a) Espectro IR del ligando NTA; b) espectro IR del complejo
oxoperoxo(nitrilotriacetato)vanadato (V) de potasio
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Figura 5. Espectro Raman del complejo oxoperoxo(nitrilotriacetato)vanadato (V) de potasio

La banda de intensidad media ubicada en 1068 cm™ corresponde al estiramiento
C-N. Por debajo de 1000 cm™ el espectro presenta dos pares de bandas intensas ubicadas
en 980 - 956 y 890 - 880 cm’' las cuales se asignan a las frecuencias de estiramiento de los
enlaces V=0 y O-O, respectivamente. En el espectro Raman, se observan dos bandas en
991 y 952 cm™ correspondientes a v(V=0) y dos bandas en 898 y 886 cm™' que se asignan
a v(0-0). La banda de intensidad media alrededor de 700 cm™' se asigna tentativamente al
acoplamiento entre las vibraciones de estiramiento antisimétrico V-O, y el estiramiento del
enlace O-O. Finalmente el estiramiento antisimétrico del grupo V-O, aparece como un
doblete intenso en IR ubicado en 607-602 cm™ y en 603 cm™ de intensidad media en
Raman, en tanto que el estiramiento simétrico del mismo grupo aparece como una banda
de intensidad media ubicada en 522 cm™ en IR y 526 cm™ en Raman.

Los desdoblamientos observados para algunos de los vibradores presentes en el
complejo (por ej. v(V=0) y v(0-0)) podrian deberse, en principio a efectos de grupo

factor.
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Tabla 1. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas del ligando NTA y su
complejo de oxoperoxovanadio (V). (Posicién de las bandas en cm™)

NTA K;[VO(0,) NTA] . .
IR IR Raman Asignacion
1730 f vC=0
1628 f v,,COO
1463 f & CH, tijera
1435 f
1412 m
1385 m 8 C-OH en el plano
1316 d
1400 m viCOO ™+ § CH; tijera
1244 f
1224 £ vC-o
1205 f vC-0+ 8 C-OH
1077 m 1068 m v C-N
980 f 991 mf _
956 f 952 f vV=0
1009 m
970 f & C-OH fuera del plano +
937 d vC-C
900 f
890 f 898 d
880 mf g86m  vOO
862 m v CCN
750 f
680 m p CH
700 m Vs V-0, + v 0-O
607 f 603
602 f " vavo,
522 m 526 m v, V-0,
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24.Conclusiones

Para finalizar este capitulo se hard una revisién comparativa de los principales
resultados espectroscopicos obtenidos. La informacién mas relevante para analizar se

resume en la Tabla 2.

Tabla 2. Comparacion de datos estructurales y espectroscopicos de los tres complejos estudiados

Frecuencia de T.C. (Ozz' — V)

Complejo . Datos: Datos estiramiento (e /L mol" em™)
cristalogrificos estructurales -1
(em™)
Grupo espacial: d(v=0)= 1,602A  v(V=0)=971f/955m
[VO(O,)(malato)],> po cspacial: d(V-Opr) = 1,884 A v,(V-0) = 603m -
Pl 420 nm (¢ = 300)
(10]* 7=2 1,874 A  v(V-0)= 561 f
d(0-0)= 1,442A  v(0-0)=920m/907d
Grupo espacial: d(v=0)= 1,601 A v(V=0) = 983 f
[VO(O,)(citrato)],* ‘ d(V-Op) = 1,873 A Vy(V-0)=572m _
[3]* Iz)2=l/ : 1883A  v(V-0)= 550m  +10nm(e=354)
d0-0)= 1427A v(0-0)= 933 f
, Grupo espacial: d(v=0)= 1,617 A v(v=0)= 980 f
[VO(O,)(NTA)* ' d(V-0pe) = 1,929 A v,(V-0) = 607f/ 602f _
[12]* ’;“__?24‘ 1790A  v(V-0)= 522m  30mm(e=307)

d0-0)= 1438A  v(0-0)=890f/ 880mf

* Datos correspondientes a las sales de K*

La comparacién de las caracteristicas estructurales de los complejos preparados e
investigados en este capitulo de la Tesis muestra que basicamente los enlaces quimicos
relevantes muestran solo muy pequefias variaciones. Asi, las longitudes de enlace V=0
correspondientes al grupo oxovanadio varian entre 1,602 y 1,617 A mientras que las
uniones del vanadio con los oxigenos del grupo peréxido oscilan alrededor de 1,88 A y
s6lo en el caso del complejo con NTA, las diferencias son un poco mas marcadas. Por su
parte las longitudes d(O-O) de esos grupos peroxo son también comparables, oscilando en
todos los casos alrededor de 1,44 A.

Esas similitudes estructurales también se reflejan marcadamente en el
comportamiento espectroscopico. Por un lado, la frecuencia de estiramiento v(V=0) esta
claramente localizada alrededor de los 980 cm™ (en el caso de los complejos con malato, el
desdoblamiento de esta banda seguramente se origina en efectos de correlacion). Por otra
parte, todos los modos relacionados con los grupos peroxo, esto es vy v vs (V-0) y
v (0-0), muestran una dispersion mayor lo que confirma la idea de que ninguna de estas
vibraciones es una vibracién que pueda considerarse como realmente “pura”, mostrando un

variable grado de acoplamiento con otros modos vibracionales del respectivo complejo.
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En lo que respecta a la caracteristica transferencia de carga 0, — V, la misma
también esta claramente acotada en todos los complejos estudiados con su maximo de
absorcion alrededor de 420 nm y con intensidades totalmente comparables.

Finalmente, era interesante ver si resultaba posible establecer alguna correlacion
entre la posicion de esa banda de T.C. y la magnitud del enlace O-O del grupo peroxo
ligado. En general, se ha admitido que esa T.C. se origina en una transicion que involucra,
esencialmente, la orbital ©~ del grupo peroxo y alguna de las orbitales d vacias del metal
central (preferentemente las dyy o dxz-yz) [38]. Este tipo de “donacioén n” seguramente se ve
favorecida por la elevada carga del metal central [38,39] y deberia llevar aun refuerzo del
enlace O-O debido a la cesion de densidad electronica inicialmente en una OM
antienlazante.

Un analisis detallado de esa situacion en los tres complejos reunidos en la Tabla 2
muestra claramente esa tendencia. La T.C. de mayor energia se observo en el complejo con
citrato que es el que tiene el enlace O-O del grupo peroxo mas corto. Los otros dos

complejos, con enlaces O-O algo més largos muestran la T.C. a menores energias.
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31.0xo0diperoxo complejos de Vanadio V

31.1. Introduccion

Al igual que los monoperoxo complejos de vanadio (V) estudiados en el capitulo
anterior, los diperoxo complejos también reaccionan con distintos tipos de ligandos para
formar complejos de formula general, M,'[VO(O,)x(L)], donde x depende de la carga
negativa del heteroligando. El estudio de estos compuestos resulta muy interesante desde el
punto de vista biologico, ya que las investigaciones han demostrado que ellos también
tienen actividad insulinica tanto in vive como in vitro (1], asi como también actividad
antitumoral [2], ademas de ser excelentes oxidantes [3,4]. Con el fin de avanzar en el
conocimiento de modelos que permitan simular las intrincadas caracteristicas del sitio
activo de las vanadio-haloperoxidasas se estudid primeramente la sintesis y las propiedades

espectroscopicas de algunos oxo-diperoxo complejos de vanadio (V) simples, a saber:

1) NH4[VO(O,):NH;]

2) (NHyg)4 [O{VO(02)2}]
3) K3[HV203(02)4]. 2H20 y 3°) K3[HV,03(03)4]

3.1.2.Caracteristicas Estructurales

La Fig. 1 muestra la estructura del complejo 1, que adopta una geometria de
piramide pentagonal con seis ligandos unidos al 4tomo de vanadio [5]. Tiene dos grupos
peroxo bidentados y un atomo de nitrogeno del grupo NH; ubicados en el plano
pentagonal. El atomo de vanadio esta desplazado fuera de este plano 0,46 A, es decir un
valor mas grande que el observado en la geometria de bipiramide pentagonal [5],
considerada en todas las estructuras analizadas previamente. Los otros tres complejos, con
una geometria de bipirdmide pentagonal adoptan la estructura del anién dimérico
[O{VO(OZ)Z}]4' [6] que se muestra en la Fig. 2. Esta ultima estructura es adoptada
directamente por el complejo 2, mientras que en los complejos 3 y 3°, el oxigeno 6 aparece

protonado [7].
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Figura 2. Estructura del anion dimérico [O{VO(0,),},]*. Tomado y modificado de cita [6]
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313.8Sintesis de los Complejos

Todos los compuestos fueron sintetizados por reacciéon en solucidn acuosa,

utilizando métodos citados en la bibliografia [6-8], tal como se describe a continuacion:

1) NH4[VO(O,):NH;]

Se disuelven 2 g de metavanadato de amonio en 30 mL de H,O, al 30 % con
agitacion suave hasta obtener una solucién naranja transparente. Se ajusta el pH entre 9 y
12 con NH4OH vy luego se agrega etanol para iniciar la precipitacion. Se enfria por espacio
de una hora a 5°C hasta que cese la aparicion de cristales amarillos. El producto obtenido

se filtra, se lava con éter y se seca a temperatura ambiente por un tiempo minimo de 6 h.

2) (NHy)4 [O{VO(O2).}2]

Se disuelven 1,2 g de NH4VO; y 2,8 g de (NH4),CO3 en 40 mL de H,O que
contienen 2,4 mL de H,0, al 30 %. Se agita aproximadamente durante 2 h hasta obtener
una disoluciéon total de los solidos. Se agrega H,O, hasta llevar el pH a 9
(aproximadamente 0,6 mL) y la solucién se deja en reposo toda la noche, tiempo en el cual

se separan los cristales del complejo, de color amarillo.

3) K5[HV203(0)4]. 2H,0 y 3’) K3[HV,03(0;)4]

Se disuelven 0,9 g de V,0Os en 30 mL de agua destilada y 30 mL de H,O, al 30 %.
Se obtiene una solucién de color rojo. Se agrega lentamente 20 mL de KOH 1M hasta
obtener una soluciéon amarilla de pH = 6. Se deja dos dias a 2°C y se obtienen cristales
amarillos de K3;[HV,03(0,)4] 2H,0, que se lavan con etanol y se secan al aire. Si estos

cristales se secan sobre P4O,, se obtiene la sal anhidra.

314. Resultados y Discusion

3.14.1. Espectros electronicos

La Fig. 3 (a, b ¢ y d) muestran los espectros electronicos de soluciones acuosas de

los cuatro complejos estudiados, en el rango comprendido entre 200 y 800 nm.
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En la Tabla 1 se indican las posiciones de las bandas de absorcién que muestran
estos complejos, asi como los respectivos coeficientes de extincion. La banda de absorcion
mas intensa, cuya posicion varia entre 208 y 222 nm para los distintos peroxo complejos
puede ser asignada a una transicién de transferencia de carga del oxigeno libre al metal. La
segunda banda, responsable del color, cuya localizacion fluctda entre 316 y 320 nm
corresponde a una transferencia de carga del orbital n° del 0> a un orbital dyy, o di*,’
desocupado del metal. De todas maneras, la mayor intensidad de estas bandas, en
comparacion con la de los monoperoxo complejos, podria deberse a un cierto
mezclamiento de ambas transiciones, ain en esta zona, o simplemente a un refuerzo

adicional debido a la presencia de dos grupos peroxo donores.
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Figura 3. Espectros electronicos en solucion acuosa a) NH,[VO(O,),NH;] (3,5 x 107 M)
b) (NH,) [O{VO(0y):},] (2,29x 107M)
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Tabla 1. Datos de los espectros electronicos de los complejos estudiados.

Complejo Posicion de las bandas (nm) s(LM!'em?)
NH4[{VO(0O,),NH;] 222 318 9560 1790
(NHg)4 [O{VO(O2)}2] 208 262 308 9967 3502 1342
K;3[HV,05(0,),]. 2H,0 210 316 15000 1222
K;3[HV,05(03)4] 212 318 14800 1277

3.142. Espectros infrarrojos y Raman

Los espectros IR fueron medidos utilizando las muestras solidas en forma de
pastillas de KBr.

La asignacion de las bandas de los espectros para las distintas especies estudiadas
en este capitulo se realizd en base a los estudios espectroscopicos realizados en capitulos
anteriores y en base a datos reportados en la bibliografia [7,9-11]

Las Figuras 4, 5 y 6 muestran la seccion mas relevante de los espectros IR y Raman
para los compuestos 1, 2 y 3. mientras que tanto la posicién como la asignaciéon de las
bandas mas importantes de los mismos se muestran en la Tabla 2.

Tal como puede observarse en los distintos espectros, todos los compuestos
estudiados tienen vibraciones tipicas de V-Op, V-Op y 0-0O" las cuales aparecen en el
rango de frecuencias esperadas para este tipo de uniones. Asi por ej. para el complejo
NH4[VO(O;);NH3], el espectro muestra dos bandas intensas ubicadas en 970 y 950 cm'l,
las cuales se asignan al estiramiento del enlace V=0. En el espectro Raman estas bandas
aparecen ubicadas en 1000 (intensa) y 957 (media) cm™ respectivamente. El estiramiento
del enlace O-O se observa como dos bandas intensas en 885 y 870 cm™ en IR y 900
(intensa) y 890 (muy débil) cm” en Raman. Una banda de intensidad media ubicada en 640
cm’ en IR y ausente en Raman se asigna tentativamente al acoplamiento entre las

vibraciones de estiramiento antisimétrico V-O, y el estiramiento del enlace O-O.
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Figura 5. Espectro IR del complejo (NH ), [O{VO(O,),}5]

Las frecuencias del estiramiento simétrico y antisimétrico del enlace metal-peroxo,
V-0,, son claramente distinguibles y aparecen separadas aproximadamente 100 cm™ tal
como puede esperarse para un complejo diperoxo con un ligando monodentado [11]. Asi
dos bandas presentes en el espectro IR en 621(intensa) y 523 cm™ y en 621(débil) y 530
(fuerte) en Raman, se asignan a las frecuencias de estiramiento antisimétrica y simétrica
respectivamente del enlace V-O,.

Los espectros de los otros complejos estudiados en esta seccidon presentan
caracteristicas similares en cuanto a la posicién y asignacion de las bandas las cuales

pueden observarse en la Tabla 2.
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Tabla 2. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas de los complejos estudiados.(Posicion
de las bandas en cm™)

COMPUESTO
NH,[VO(0,).NH;]

(NH4)4[O{VO(O2)2}:]

K;3[HV,05(0,)4]

RAMAN

1000
/957

900
/ 890

621
530
447

975
/938
885
/863

607
526

g ™3™

d

- o

o =h =h =

- A

ASIGNACION

V4 IQI‘L;Jr
ds NH;

vV=0

v 0-0

V,s V-0, + v O-0
Vas V‘OZ

Vs V-02

v V-N

v V=0

v 0-0

Vg V-0, +v 0-0
Vas V‘OZ
Vs V-02

v V=0

v 0-0

Vas V-0, +v O-0
Vas V‘OZ
Vq V-Oz
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3.2. Oxodiperoxo complejos de Vanadio (V)
con ligandos bidentados

321.Introduccion

Estudios realizados por Djordjevic y col. [12] mostraron que el niobio (V) y el
tantalio (V), elementos de transicion que pertenecen al mismo grupo del vanadio, forman,
en presencia de peréxido de hidrogeno, triperoxo complejos con ligandos bidentados tales
como 1,10 fenantrolina y acido oxalico. Sin embargo, los mono y diperoxo complejos de
estos elementos de transicion se forman solo en presencia de ligandos mas
electronegativos, tales como los haluros. En cambio el vanadio (V) forma con ligandos
bidentados, mono y diperoxo complejos que ademds contienen como todos los peroxo
vanadatos reportados [13-19] un grupo oxo. De modo que estos complejos de vanadio (V)
no son analogos a los que forman el Nb (V) y el Ta (V), bajo condiciones similares, y tal
comportamiento es esperado debido a la gran tendencia del vanadio a formar uniones con
el oxigeno.

En esta seccion detallaremos la sintesis y el estudio espectroscopico de
oxodiperoxo de dos complejos de vanadio (V) con los ligandos bidentados 4cido oxalico y

1,10-fenantrolina de formula:
K3[VO(0,)2(0x)]. 2H,0; (0x) = C,04% (grupo oxalato)
NH4[VO(O3)2(phen)].2H,0; (phen) = 1,10-fenantrolina

En la Fig. 1 se observan las estructuras de los ligandos bidentados utilizados en la

sintesis de estos complejos de vanadio.

COOH
COOH

Figura 1. Esquema de la estructura del dcido oxdlico y de 1,10-fenantrolina
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3.22.Caracteristicas Estructurales

En el caso del complejo [VO(01)2(C204)] los dos grupos peroxo y un atomo de
oxigeno del oxalato ocupan cinco posiciones ecuatoriales, mientras que el grupo oxo y el
restante oxigeno del oxalato se ubican en posicién axial, generando un complejo con indice
de coordinacion siete y geometria de bipiramide pentagonal [20], como se muestra en la
Fig. 2. El atomo de vanadio esta ligeramente desplazado fuera del plano ecuatorial, tal
como es caracteristico en este tipo de complejos [21-23].

La estructura del complejo con 1,10 fenantrolina no ha sido aun determinada, pero
su comportamiento general sugiere una geometria totalmente analoga; esto es, con los dos
grupos peroxo y un nitrégeno de la fenantrolina conformando el plano ecuatorial y el grupo

oxo y el segundo nitrégeno de la fenantrolina en las posiciones axiales.

Figura 2. Estructura del anion [VO(0,),(C,0.,)]”. Tomado y modificado de cita [20]

3.23.Sintesis de los Complejos

Ambos complejos fueron preparados a partir de soluciones acuosas y por
precipitacion con etanol, utilizando métodos de la bibliografia [24], tal como se describe a

continuacion:
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1) K3[VO(O3)2 (0x)]. 2H,0

Se disuelven 0,91 g de V5,05 y 1,95 g de KOH en 20 mL de agua destilada y se
agrega a esta solucion 1,26 g de acido oxalico disuelto en 10 mL de agua y 20 mL de H,0,
al 30 %. Se adiciona luego etanol gradualmente hasta que comienza a aparecer un
precipitado. Este ultimo se redisuelve en una pequeria cantidad de H,;O,, y la mezcla de
reaccion se deja que cristalize a 5°C toda la noche. Se obtienen cristales de color naranja

que se filtran y se secan sobre papel de filtro.

2) NH4[VO(O1)2(phen)].2H,0

Se disuelven con enfriamiento 0,59 g de NH4VO; en 10 mL de H,O, al 20 % vy se
agregan con agitacion 0,9 g de 1,10 fenantrolina disueltos en 5 mL de etanol. Luego se
afiaden 20 mL de etanol y se deja que la mezcla de reaccidn cristalize a 5°C toda la noche.
Se obtienen cristales de color amarillo anaranjado que se filtran, se lavan con etanol y se

secan al aire.

324.Resultados y Discusion

3241.Espectros electronicos

La Fig. 3 muestra el espectro electronico de una solucién acuosa (2,3 x 10™ M) del
complejo oxodiperoxo(oxalato)vanadato (V) de potasio mientras que la Fig. 4 muestra el
espectro para una solucién acuosa (2 x 10* M) del complejo oxodiperoxo(1,10
fenantrolina) vanadato (V) de amonio. La posicién de los maximos de absorcidn para los
espectros electronicos de ambos complejos asi como los respectivos coeficientes de
extincion se detallan en la Tabla 1. En ambos casos se trata de bandas asignables a
transferencias de carga, dado su gran intensidad y su ubicacion en el espectro. Asi las
bandas de absorcién mas intensa, cuya posicion varia entre 204 y 270 nm para los distintos
peroxo complejos puede ser asignada a una transicion de transferencia de carga del grupo
oxo al vanadio (O —V(V)). La segunda banda, responsable del color, ubicada en 356 nm
para el complejo con oxalato y que no alcanza suficiente intensidad en el complejo con

fenantrolina corresponde a una transferencia de carga O, — V(V).
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Tabla 1. Datos de los espectros electronicos de los complejos estudiados

Complejo Posicion de las bandas (nm) e (L M em™
K;[VO(0,), (oxalato)]. 2H,0 212 242 356 12294 10259 2434
NH,[VO(0,),(phen)}.2H,0 204 224 270 12530 12226 9278

3242.Espectros infrarrojos

La asignacion de las bandas de los espectros IR para las distintas especies
estudiadas en esta seccion se realizd en base a los datos reportados en la bibliografia

[10,11,13,24,25] y comparando con los espectros de los ligandos libres.

a) Acido oxilico y oxodiperoxo(oxalato)vanadato (V) de potasio

Los espectros IR del ligando y su complejo de vanadio se midieron utilizando las
muestras sélidas en forma de pastillas de KBr.

La Fig. 5 muestra la porcion mas relevante de los espectro IR de ambos
compuestos, mientras que la posicion y la asignacidn de las bandas mas importantes de los
espectros IR se muestran en la Tabla 2.

Para el &cido oxalico, el espectro muestra una banda intensa en 1721 cm", la cual
se asigna al estiramiento del enlace C=O de los grupos carboxilicos. La banda muy intensa
en 1634 cm™ se asigna a la deformacion del agua. Una banda débil, presente en el espectro
alrededor de 1395 cm’™', se asigna a la deformacion en el plano del enlace C-OH, en tanto
que la banda de intensidad media que aparece en 1228 cm™, se asigna al alargamiento del

enlace C-O.
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Figura 5. a) Espectro IR del ligando dcido oxdlico; b) espectro IR del complejo

oxodiperoxo(oxalato)vanadato (V) de potasio
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Por debajo de 1000 cm™ el espectro presenta una banda ancha de mediana
intensidad centrada alrededor de 650 cm™, que se asigna a los movimientos de torsién de la
molécula de agua.

El espectro del complejo de vanadio presenta bandas caracteristicas del acido
oxalico coordinado asi como también de los grupos oxo y peroxo [24]. Dos bandas de
mediana intensidad ubicadas en 1620 y 1600 cm™ se atribuyen al estiramiento
antisimétrico de los grupos COO™ Tal como puede observarse en el espectro, estas bandas
estan desplazadas a frecuencias menores que la correspondiente al grupo carboxilico del
ligando, la cual aparecia en 1721 cm™. Este desplazamiento indica que los dos grupos
carboxilicos del acido oxalico estan coordinados. Una banda de intensidad muy débil
alrededor de 1400 cm™ se asigna al estiramiento simétrico de los grupos COO". La zona del
espectro por debajo de 1000 cm™ presenta dos bandas ubicadas en 981(fuerte) y 950 (muy
fuerte) cm™, las cuales se asignan al estiramiento del grupo terminal V=0, en tanto que las
dos bandas fuertes ubicadas en 841 y 820 cm™ se asignan con certeza al estiramiento del
grupo peroxo (O-0), ya que esta zona del espectro en el ligando se presenta practicamente
despejada. Dos banda adicionales intensas ubicadas en 591 y 523 cm™ se asignan a las

frecuencias de estiramiento antisimétrica y simétrica del enlace V-O, .

Tabla 2. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas del ligando dcido
oxdlico y su complejo de oxo-diperoxo vanadio (V). (Posicion de
las bandas en cm’')

‘s - K;[VO(0O,):(0x)]. . .
Acido oxalico 2H,0 Asignacion
1721 f vC=0
1634 mf d H,O
1620 m .
1600 m vaCOO
1400 md v, COO
1395 d 8 C-OH en el plano
1228 m vC-O
981 f 3
950 mf v V=0
841 f
820 f v0o-0
652 m o H,O
591 f Vas V-0,
523 f vs V-0,

Pig. 160



Sintesis y propiedades Espect...
Capitu[o 3 de Oxodiperoxo Complejos de Vanadio (V)

b) 1,10-fenantrolina y oxodiperoxo(1,10 fenantrolina) vanadato (V) de amonio

Los espectros IR del ligando y su complejo de vanadio se midieron utilizando las
muestras sélidas en suspension de Nujol.

En la Fig. 6 se muestra la region de mayor interés de los espectros del ligando
1,10-fenantrolina y su complejo de vanadio. En la Tabla 3 se detalla la ubicacion y la
asignacion de las bandas observadas en ambos espectros.

Los espectros del ligando y su complejo de vanadio muestran una serie de bandas
entre 1650 y 1378 cm™' (algunas tapadas por las bandas de Nujol), las cuales se asignan a
las vibraciones de alargamiento anular (bandas esqueléticas). La absorcion implica el
alargamiento y la contraccion de todos los enlaces del anillo y la interaccion entre estas
formas de alargamiento. La zona del espectro entre 1300 y 1000 cm™ presenta una serie de
bandas, las cuales se asignan a la flexion en el plano del enlace C-H, tipica de compuestos
aromaticos. Por abajo de 1000 cm™' se observan cambios significativos al comparar ambos
espectros que permiten realizar importantes asignaciones. El espectro del ligando presenta
una banda de poca intensidad en 978 cm™ y dos bandas fuertes en 830 y 737 cm’, las
cuales se asignan a la flexion anular fuera del plano del enlace C-H. Por ultimo una banda
de intensidad media en 622 cm’™' se asigna a la deformacién del anillo fuera del plano.

El espectro IR del complejo de vanadio en esa misma zona presenta bandas
caracteristicas de los grupos oxo y peroxo [24]. Una banda intensa en 928 cm’ se asigna al
estiramiento del grupo terminal V=0. Por debajo de 900 cm™ se obtienen una banda
intensa ubicada en 867 cm™'. Esta banda muestra un pico adicional de intensidad media a
mayor frecuencia (877 cm’™') separado de la banda principal solamente por 10 cm™. Ambas
bandas se signan al estiramiento del enlace O-O, lo cual esta de acuerdo con lo observado
por Djordjevic y col.[24]. La banda intensa que aparece en 830 cm™' esta presente tanto en
el espectro del ligando como en el del complejo y se asigna a la flexion anular fuera del
plano del enlace C-H. Finalmente el espectro del complejo presenta dos bandas adicionales
de intensidad media ubicadas en 620 y 589 cm’' las cuales se asignan a los estiramientos

antisimétrico y simétrico respectivamente del enlace V-O,.
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Figura 6. a) Espectro IR del ligando 1,10 fenantrolina; b) espectro IR del complejo oxo-
diperoxo(l, 10 fenantrolina)vanadato (V) de amonio
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Tabla 3. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas del ligando 1,10-fenantrolina y su
complejo de oxo-diperoxo vanadio (V). (Posicién de las bandas en cm’)

1,10-fenantrolina NH,4[VO(O,),(phen)].2H,0 asignacion
1645 m 1660 m
1614 m 1634 m
1583 m 1606 m alargamiento anular C-C,
1556 m 1578 m C-N (band Iéticas)
1463 f 1550 m - andas esqueléticas
1417 m 1463
1378 1376 f
1300 d 1300 m
1211 m 1250 m
1167 d 1159 m
1139 m 1144 m flexion en el plano C-H
1083 m 1105 m
1039 m 1140 d
1010 m
978 m flexion anular fuera del plano,
C-H
928 f vV=0
877 m
867 f v0-0
830 f 830 f deformacion del anillo fuera
737 £ del plano
622 m 650 m Vs V-0,
620 m Vas V-0,
589 f v, V-0,
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3.25.Conclusiones

De la misma manera que al final del capitulo precedente, parecié oportuno analizar

en forma comparativa las caracteristicas estructurales y espectroscopicas de los complejos

de este grupo. Para ello la informacidn pertinente se reune en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion de datos estructurales y espectroscopicos de los complejos estudiados.

Complejo

[VO(O2)(NHy)I" [3]

[O{VO(0,)}.1" [6]

[HV,05(0)}" 7]

Datos
cristalograficos

Grupo espacial: D'%,
7=4

Grupo espacial: P2,/c
Z=4

Grupo espacial: P2,/c
Z2=4

Datos
estructurales

d(v=0)= 1,606 A
d(V-Oper) = 1,88 AP
d(0-0)= 1,472 A°

d(v=0)= 1,607 A®
d(V-Ope) = 1,892 AP
d(0-0)= 1,468 AP

d(v=0)= 1,597 A°
d(V-O,er) = 1,88 AP
d(0-0)= 1,468 AP

Frecuencia de
estiramiento
(em™)

v(V=0) = 970f / 950f
Vu(V-0)=621 T
vy(V-0)= 523 m
v(0-0) = 885f/ 870f
v(v=0) = 972f / 946f
V(V-0)=610
v{(V-0)= 519 m

v(0-0) = 883f / 867m

/856m
V(V=0) = 972f/ 942f
ve(V-0) =617
v{(V-0)= 525 m

T.C. (0> - V)
(e /L moI’ cm™)

318 nm (g =1790)

308 nm (£ =1342)

318 nm (£ =1382)

v(0-0) = 885f/ 863d

v(V=0) = 981f/ 950mf
Va(V-0) =591 f

d(v=0)= 1,622 A
Grupo espacial: P2)/c  d(V-Opr) = 1,856 A

[VO(O)(0x)]™ [20] 356 nm (¢ =2434)

Z=4 1,934 A v(V-0)= 523 f
d(0-0)= 1,455A° v(0-0)=841f/ 820f
v(v=0)=928 f

[VO(O,)x(phen)} (no se conoce su

estructura)

Vee(V-0) =620 m
v(V-0)= 589 f
v(0-0) = 877m / 867f

(" valores promedio)

Un detalle llamativo que se da en estos compuestos es el hecho de que, aparte del
[VO(0,)2NHj3], todos los otros complejos cristalizan en el mismo grupo espacial, P2,/c 'y
conZ =4.

Al igual que en los casos del capitulo anterior también para este grupo se observa
que las distancias de enlace estan en rangos relativamente acotados y también las
vibraciones caracteristicas de todos esos enlaces aparecen en regiones comparables.

Un hecho remarcable desde el punto de vista vibracional es que, en todos los casos,
la caracteristica vibracion del estiramiento v(V=0) aparece desdoblada. Debido a la
existencia de cuatro unidades de complejo por celda unitaria primitiva, es indudable que
este desdoblamiento se origina en efectos de correlacion. También para las vibraciones

v(0-0) se observa un comportamiento similar. En este caso, seguramente ademas de los

Pdg. 164



Sintesis y propiedades Espect...
Cap[tu]o 3 de Oxodiperoxo Complejos de Vanadio (V)

efectos de correlacion hay que considerar los efectos de acoplamiento con otros modos
vibracionales.

En cuanto a los espectros electronicos, hay algunos aspectos que los diferencian de
los estudiados en el capitulo previo. En primer lugar, las caracteristicas bandas de
transferencia de carga 0," -V aparecen claramente desplazadas hacia mayores energias
en los presentes casos (las bandas estdn desplazadas en casi 100 nm hacia menores
longitudes de onda) y por lo tanto estdn mds cerca de las absorciones mas intensas,
localizadas ligeramente por encima de 200 nm, y asignables a transferencias de carga del
grupo oxo al vanadio. Una segunda diferencia, estd en la intensidad de esas bandas
0,> —V, marcadamente mas altas que en los monoperoxocomplejos. Estas diferencias
podrian ser explicadas por la existencia de dos “donores 7 en los presentes casos y/o por
la existencia de un cierto “mezclamiento” entre las transferencias de carga 0, >V con las
O —V. Este comportamiento peculiar tampoco permitio visualizar con claridad una
relacion entre las transferencias de carga O,> —V y las longitudes de los enlaces O-O, de
los grupos peréxido, como habiamos notado en el capitulo anterior.

Respecto a las transiciones “oxo” —V(V), cabe recordar que la transferencia de
carga principal en el oxovanadio (V), asignable a la transicion electrénica ti(n) — e(d),
ocurre alrededor de 270 nm y tiene una intensidad del orden de 9000 L mol™ cm™'[26]. Esta
comparacion es la que permite justificar la asignacion de todas las bandas observadas en el
presente trabajo en las regiones cercanas a los 200 nm como originadas en transiciones del
grupo oxo al vanadio (V).

Finalmente, vale remarcar que la similitud en el comportamiento espectroscopico
del [VO(Oi)2(phen)]” con el del complejo similar conteniendo oxalato en lugar de
fenantrolina, apoya decididamente nuestra idea de una estrecha similitud estructural entre

ambos.
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4.1.Introduccion

El interés en el estudio de reacciones quimicas de oxidaciéon de haluros por
peréxido de hidrégeno, mediadas por peroxo complejos de vanadio (V), se ha
incrementado recientemente [1-5], sobre todo debido al descubrimiento de las
haloperoxidasas dependientes de vanadio [6].

Como hemos visto anteriormente, las bromoperoxidasas (V-BrPO) que contienen
vanadio en su sitio activo son enzimas aisladas de algas marinas, que catalizan la oxidacién
de bromuro por perdéxido de hidrégeno, y desempeiian un papel fundamental en la
biosintesis de numerosos productos marinos halogenados [6,7]. El vanadio es un cofactor
esencial para la actividad catalitica de la enzima, sin embargo, debido a que el estudio del
comportamiento del vanadio (V) en el sitio de las V-BrPO es inaccesible a través de las
técnicas espectroscdpicas convencionales [1], es necesario recurrir a modelos que permitan
comprender el rol de este elemento.

Tal como vimos en la seccion referida al mecanismo de la reaccidon enzimatica, los
estudios mecanisticos sugieren que las V-BrPO ejercen su efecto catalitico al formar, con
el peréxido de hidrégeno, un peroxo complejo de vanadio que oxida al i6n bromuro dando
un intermediario de naturaleza desconocida [2,8,9]. Tal intermediario puede ya sea bromar
un sustrato organico o bien reaccionar con otra molécula de H,O, para formar oxigeno
[10,11]. Si partimos de la hipdtesis de que la oxidacién de ion bromuro tiene lugar en la
porcion hidrofilica de la enzima, mientras que la bromacion del sustrato organico ocurre en
la porcién hidrofébica de la misma, se puede pensar que la primera reaccion estd
favorecida sobre la ultima debido a la posibilidad del intermediario de migrar desde la
porcion hidrofilica de la enzima, en la cual la oxidacidon del bromuro tiene lugar, hacia la
porcion hidrofébica en la cual ocurre la bromacion.

Basados en esta hipdtesis, surgié entonces la idea de reproducir tal situacion
empleando un sistema de dos fases, agua / cloroformo, de manera de lograr condiciones

similares bajo las cuales se produce la reaccion enzimatica [12].
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42.Parte Experimental

La halogenacién de un sustrato organico mediada por complejos de vanadio, se
estudio utilizando una adaptacion de la técnica desarrollada por Conte y col. [12]

La reaccion se llevd a cabo en un sistema de dos fases, agua / cloroformo. En la
fase acuosa acida, 20 mL, (pH = 1, HCI) se disuelve: KBr (1mmol), H,0; (0,4 mmoles), y
cantidades cataliticas de los complejos de vanadio

En la fase cloroformo, 20 mL, se disuelven 0,2 mmoles de distintos sustratos
organicos tales como acetanilida, salicilaldehido y fenol.

Se mezclan ambas fases y la bromacion procede con agitacion a 25 °C. Después de
aproximadamente 10 minutos, se observa una turbidez de la fase organica la cual se separa
de la fase acuosa por medio de una ampolla de decantacion. Se evapora el solvente de la
fase organica y se obtiene un solido que se identifica por cromatografia en capa fina
revelada por luz UV, punto de fusion, espectro IR y espectro RMN.

Los complejos de vanadio que se utilizaron para realizar esta experiencia fueron los
siguientes:

1) NH4[VO(O,);NH;]

2) (NHa)4 [O{VO(O2).}2]

3) K3[HV203(02)4]. 2H,0 y 3”) K3[HV;03(03)4]

4) K[VO(O:XC4H405)]. H20

5) K[VO(0») (CsHeO7)]. H,O

6) NH4[VO(02) (C¢HsO7)]. HO

43.Resultados y Discusion

En cuanto a la reactividad de los complejos estudiados, se encontré6 un
comportamiento similar al de la enzima bromoperoxidasa en medio acido, ya que en un
sistema de dos fases catalizan la bromacién de distintos sustratos organicos tales como la
acetanilida, salicilaldheido y fenol.

Los correspondientes productos bromados, productos de la reaccién catalizada por
los compuestos estudiados, p-bromo-acetanilida, 5-bromo-salicilaldheido y p-bromo-

fenol, fueron obtenidos practicamente puros, lo que fue confirmado por cromatografia en
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capa fina revelada por luz U.V. (la cual muestra una sola mancha lo que indica que el

producto obtenido ¢s puro), punto de fusion y espectroscopia IR, y RMN.

43.1.Espectro infrarrojo

La reaccion ocurre con todos los complejos utilizados. Como ejemplo se muestra en
la Fig. 1a la zona de mayor interés del espectro IR de la p-Br-acetanilida obtenida usando
como catalizador el complejo de K[VO(0;)(C4H405)].H,O y en donde se puede apreciar
que es idéntico al espectro IR patron de la p-Br-acetanilida (Fig. 1b).

El espectro IR de la p-Br-acetanilida fue medido utilizando la muestra sélida en
forma de pastilla de KBr y muestra bandas caracteristicas de este tipo de compuestos [13 ].
La posicion y la asignacion de estas bandas se detallan en la Tabla 1.

La banda intensa ubicada en 1666 cm™ corresponde a la vibracion de alargamiento
del grupo C=0 (banda amida I). Una segunda banda de menor intensidad, ubicada muy
proxima a la anterior, que aparece alrededor de 1650 cm™ se asigna al modo de
deformacion del grupo NH, (banda amida II).

El espectro muestra también una serie de bandas entre 1616 y 1487 cm™ las cuales
se asignan a las vibraciones de alargamiento anular (bandas esqueléticas). La absorcion
implica el alargamiento y la contraccion de todos los enlaces del anillo y la interaccion
entre estas formas de alargamiento. Una banda de intensidad media en 1460 cm™ se asigna
a la vibracion de flexion asimétrica del grupo CHj3. La banda intensa, presente en el
espectro alrededor de 1400 cm’', se asigna al estiramiento del enlace C-N. La banda de
intensidad media en 1360 cm™ se asigna a la vibracion de flexion simétrica del grupo CH;
La zona del espectro entre 1360 y 1000 cm™ presenta una serie de bandas de intensidad
media, las cuales se asignan a la flexidn en el plano del enlace C-H, tipica de compuestos
aromaticos.

Por abajo de 1000 cm’ el espectro del ligando presenta una banda de poca
intensidad en 978 cm™ y dos bandas fuertes en 820 y 810 cm’™, las cuales se asignan a la
flexién anular fuera del plano del enlace C-H. Una banda ancha de intensidad media
ubicada en 750 cm™ se asigna a la vibracion en abanico del enlace N-H fuera del plano.
Una banda de intensidad media en 622 cm™ se asigna a la deformacion del anillo fuera del
plano. Por Gltimo el espectro presenta una banda intensa ubicada alrededor de 500 cm’, la

cual se asigna al estiramiento del enlace C-Br.
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Figura 1. a) Espectro IR p-Br- acetanilida muestra; b) Espectro IR p-Br- acetanilida
patron
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Tabla 1. Asignaciones de las vibraciones caracteristicas de la p-Br-
acetanilida. (Posicion de las bandas en cm™)

IR

1666 f
1650 m

1616 f
1600 m
1528
1487 m

1460 m
1400 f
1360 m

1302
1290 m
1244 m
1174 m
1116 m
1070 m
1046 d
1009 m

978 d
820 m
810 f

750 f
622 m
500 f

Asignacion
v C=0 (amidaI)
& NH, (amida II)

v C-C del anillo

8zis CH3
3 C-N
d; CH;

8 C-H anular en el plano

8 C-H anular fuera del plano

vibraci6n en abanico N-H

deformacion del anillo
fuera del plano

v C-Br
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43.2. Espectro RMN

En Ia Fig. 2a se muestra el espectro de 'HRMN de la p-Br-acetanilida obtenida
usando como catalizador el complejo de oxoperoxo(citrato)vanadato (V) de amonio, el
cual puede compararse con el tomado de la bibliografia [14] que se representa en la Fig.
2b. Se observa la correlacion de los desplazamientos quimicos de los protones metilicos y
aromaticos. La sefial del protéon unido a nitrogeno muestra desplazamientos quimicos

diferentes como consecuencia del efecto de concentracion.

B A
I
C-H (metilo)

C-H (aromaticos)

JkLN-H I B |

b) C-H (metilo)

i
Bv—@-NM—C—CH,

C-H (aromaticos)

| HLJNL S S S SN BN B S B R S B S RN M S SN S S I B A BN SN NN RN SN G NN S NN RN SEN BN SN BN SN NI S R SN SEE B B N R man |

ppm 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Figura. 2 a) Espectro RMN p-Br- acetanilida muestra; b) Espectro RMN p-Br- acetanilida patron

El hecho de obtener un unico compuesto bromado sugiere un mecanismo
electrofilico que involucra la oxidacion del bromuro por dos electrones y descarta

cualquier mecanismo con radicales libres. Nuestros resultados estan de acuerdo con los
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obtenidos por Butler y col. [1], quienes demostraron que la especie cis-dioxovanadio (V),
VO,', cataliza la oxidacion de bromuro por peroxido de hidrégeno para obtener un
intermediario oxidado en dos electrones. Tal intermediario, afirman estos autores, es el
responsable de bromar un sustrato organico, en su caso el compuesto
1,3,5- trimetoxibenceno (TMB). Durante la reaccion obtuvieron un solo producto bromado,

el 2-bromo-1,3,5-trimetoxibenceno (BrTMB) (Ecuacion 1):

Br
MeO OMe MeO OMe
H,0, + Br + > + HO0 + OH (1)
OMe OMe
T™B BrTMB

Asi concluyen los autores, la bromacion ocurre por un mecanismo electrofilico y no
a través de una reaccion que involucra radicales libres.

El rendimiento en los productos bromados fue aproximadamente de un 95 % en
todos los casos, lo que indica que la descomposicion competitiva del H,O, esta
minimizada. Esto puede interpretase como una ventaja del sistema de dos fases, ya que el
intermediario es facilmente transferido a la fase cloroformo, evitando las reacciones de este
equivalente con el H,O, presente en la fase acuosa. Esto se comprobé repitiendo la
experiencia sin agregar cloroformo. Practicamente no se obtuvo sustrato bromado lo cual
se atribuye a la subsecuente reaccién del intermediario formado, con el agua oxigenada.
Esta experiencia también se repitié sin agregar acido a la fase acuosa; ningun producto
bromado fue obtenido, lo cual puede interpretarse como que el agregado de acido es
necesario para la activacion del complejo.

En efecto, los peroxo complejos de vanadio (V), en presencia de iones haluros,
peroxido de hidrogeno y 4cido catalizan la reaccion de halogenacion de un sustrato

orgénico a través de las siguientes reacciones:
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[VO(O,)L] + X + H' [VO,L] + X' + OH

N
RH+X"+OH -  RX+H;0
[VO.L] + H,0; = [VO(0O)L]+H,0

RH+H +X +H0, o RX +2 H;0

La ecuacion final obtenida responde justamente a la ecuacion general de accion de
las haloperoxidasas.

Los resultados obtenidos nos muestran que los modelos estudiados imitan la accién
de las V-BrPO, y por lo tanto son adecuados para realizar estudios mecanisticos en

relacion con estas interesantes enzimas.
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S.1.Reaccion de bromacion del rojo fenol mediada por
peroxo complejos de Vanadio (V)

5.1.1.Introduccion

Las bromoperoxidasas que contienen vanadio, a diferencia de las peroxidasas que
contienen un grupo hemo en su sitio activo, no oxidan compuestos organicos tales como la
o-dianisidina o el guaiacol [1,2], los cuales son usados normalmente para detectar actividad
peroxidasa, y por lo tanto no se pueden usar estas técnicas convencionales para determinar
la actividad enzimatica.

Sin embargo existen otros métodos para medir actividad bromoperoxidasa. Uno de
los mas usados se basa en la determinacion espectroscopica de la bromacion de una
monoclorodicetona, la 2-cloro-5,5-dimetil-1,3-ciclohexadiona (MCD), usando peroxido de
hidrégeno como oxidante del haluro [3]. Si bien este ensayo es conveniente por el
importante cambio en el coeficiente de extincion entre el enolato y el producto, su
dificultad radica en las condiciones necesarias para estabilizar el enolato a partir de la
dicetona.

Por otra parte, un amplio rango de compuestos aromaticos, tales como fenoles,
anilinas y compuestos aromaticos heterociclicos pueden ser rapidamente halogenados en
presencia de las V-BrPO. Estos ensayos, muy usados para detectar actividad
bromoperoxidasa, son muy convenientes porque estan acompaiiados de un cambio de color
muy marcado, que puede ser observado visualmente.

Dentro de estos ensayos nosotros seleccionamos la conversion visible del rojo fenol
en azul de bromo fenol [4], el cual en presencia de la enzima natural reacciona de la

siguiente manera:

0 o)
/©/ VBI"PO Hzoz, Br
i _SO5H f _SO3H

rojo fenol azul de bromo fenol
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo anterior nos parecié interesante
remplazar en este sistema de reaccion la enzima natural por alguno de los peroxo

complejos de vanadio para determinar su posible actividad bromoperoxidasa.

5.1.2. Parte Experimental

La reaccion protocolar para la bromacion del rojo fenol catalizada por la enzima
V-BrPO fue adecuadamente modificada de manera que permita reemplazar la enzima por
los distintos complejos de vanadio.

La técnica modificada se describe a continuacion.

a) Se disuelve en 10 mL de agua destilada 0,2 mmoles de complejo de vanadio y

se lleva a pH =1 con el agregado de HCI. Luego se agrega 1 mmol de KBr y
0,1 mL de H,0; al 30 %.

b) Se coloca en un tubo de ensayo 5 mL de buffer fosfato pH = 6,5 y se afiaden

50 pL de rojo fenol al 0,04 % y 50 pL de la mezcla anterior.

c) Se observa la reaccion “visualmente” ya que el rojo fenol es amarillo a pH = 6,5
y el azul de bromo fenol es azul a ese valor de pH, o bien se mide el incremento

de la absorbancia a 595 nm.

5.13.Resultados y Discusion

Todos los peroxo complejos de vanadio sintetizados y estudiados en capitulos
precedentes fueron ensayados utilizando esta técnica y en todos los casos se observé la
bromacion del rojo fenol visualmente, ya que el producto bromado, azul de bromo fenol, se
obtiene casi instantdneamente.

Los resultados obtenidos con estos ensayos previos de orientacion confirman una
vez mas que los complejos sintetizados pueden actuar como modelos funcionales de las
V-BrPO y pueden ser utilizados para iniciar un estudio mas detallado de la reactividad de

los mismos que se incluye a continuacion.
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5.2. Estudio cinético de la bromacion del

rojo fenol mediada por peroxo complejos
de Vanadio (V)

521.Introduccion

Los resultados obtenidos hasta ahora nos permiten asegurar que los complejos
sintetizados tienen una reactividad que modela la actividad de las V-BrPO y por lo tanto
pueden ser usados para avanzar en la comprension del mecanismo quimico involucrado en
el ciclo catalitico de la enzima nativa.

Una cuestion que hasta el presente no ha sido totalmente resuelta, es la funcion del
vanadio como grupo prostético en las bromoperoxidasas.

Sabemos que el grupo peréxido (rico en electrones) [5] forma facilmente complejos
con iones metalicos de transicion que contienen bajo nimero de electrones d, tales como el
vanadio y el molibdeno, y tal como hemos visto anteriormente un gran numero de estos
complejos son excelentes oxidantes. Justamente esta propiedad de los peroxo complejos de
vanadio (V), es la que pensamos tiene una relevancia directa con la manera en la cual este
tipo de compuestos en las V-BrPO son capaces de oxidar al bromuro.

Mimoun y Col. [6], mostraron que los peroxo complejos de vanadio (V) son
efectivos oxidantes en solventes no proticos bajo condiciones moderadas. Estos
compuestos no solamente catalizan la epoxidacion de olefinas a epoxidos sino que también
hidroxilan hidrocarburos aromaticos y alcanos a alcoholes y cetonas. A partir del estudio
de la hidroxilacion de hidrocarburos aromaticos a compuestos fendlicos, se ha concluido
[6] que estos complejos son capaces de transferir oxigeno a los hidrocarburos aromaticos.
El mecanismo de transferencia de oxigeno desde el complejo hacia el sustrato nucleofilico
es un tema de considerable debate [7]. Dos alternativas han sido propuestas. Una procede a
través de un mecanismo bimolecular que involucra tanto al aceptor nucleofilico como al
peroxo complejo de vanadio (V). El otro es un mecanimo [8] que involucra la formacién
de un intermediario que resulta de la coordinacion del sustrato al metal.

En el caso de la epoxidacion de olefinas catalizada por alquil peroxo complejos de
vanadio (V) [8], el mecanismo propuesto consiste en la unidn de la olefina al metal, para
desplazar un atomo de oxigeno de la union peroxido, a través de un ataque nucleofilico de
la olefina hacia el perdxido coordinado, seguido de la disociacion del epoxido y la reaccion

del intermediario de vanadio remanente con otra molécula de alquil peroxido.
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A partir de estas consideraciones nos preguntamos si las V-BrPO son capaces de
oxidar al bromuro en presencia de peréxido de hidrégeno, a través de un comportamiento
similar al de los peroxocomplejos de vanadio (V).

Se ha encontrado que distintos tipos de peroxo complejos de vanadio (V), son
capaces de bromar sustratos en medio acido [9,10]; y este comportamiento ha sido
relacionado con la estructura del sitio del vanadio en las V-BrPO. Butler y col. [11]
encontraron que la especie cis- VO, es activa en medio acido mientras que el vanadato,
(H,VO4 + HVO,* ) es inactivo a valores de pH cercanos a 7, y se ha sugerido que esta
actividad, requiere la presencia de la especie dimérica [{(VO)2(02)}20:].

Con el fin de avanzar en el conocimiento del mecanismo de accion de las
V-BrPO, se estudio la cinética de bromacion del rojo fenol (HPhR) para producir azul de

bromo fenol (BrPhB), mediada por los oxodiperoxo complejos de vanadio (V):

1) aminooxodiperoxovanadato (V)  NH4[VO(O,);NH;] (mon6émero) y
2) p-oxobis[oxodiperoxovanadato(V)] (NHg)s [O{VO(O;),}2] (dimero)

5.2.2. Parte Experimental

5.2.2.1.Preparacion de los complejos

Las sales de amonio de los dos complejos, NH4VO(O,);NH;3] vy
(NH4)4[O{VO(0O;):}1], fueron preparadas siguiendo las técnicas detalladas en el capitulo 3

de esta segunda parte de la Tesis.

5.222.Mediciones cinéticas

Las reacciones cinéticas de bromacion del rojo fenol fueron medidas a través del
incremento de la absorbancia del azul de bromo fenol (BrPhB) a 595 nm.

Para estas medidas cinéticas se usé el accesorio de detencion de flujo (“stopped-
flow”) del espectrofotometro Shimadzu UV-300, provisto de procesador de datos y
osciloscopio con pantalla de registro permanente. El equipo de detencion de flujo consiste

en un sistema que permite mezclar rapida y eficientemente soluciones de los reactivos,
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previamente a su entrada en la celda optica del espectrofotometro UV-visible. En cierto
momento, el flujo de reactivos es detenido y se inicia la medicion de la absorbancia en
funcidn del tiempo. El aparato esta esquematizado en la Fig. 1. Soluciones de los reactivos
A y B se colocan, respectivamente, en los reservorios de 3mL de capacidad aproximada
(cada uno) y de alli, colocando la llave en posicién de carga (CHARGE), se los pasa a las
jeringas respectivas por accionamiento manual de los pistones. Las jeringas estan
colocadas en un bloque metélico termostatizado. Las dos soluciones pasan al mezclador
por accionamiento neumatico simultaneo de ambos pistones colocando la valvula en
posicion de mezcla (MIX). Los pistones se detienen ante un tope donde esta instalado un
disparador (trigger). La solucion resultante de la mezcla entra en la celda de medicion
espectrofotométrica. Se usa el procesador de datos SAPCOM-1A y/o un osciloscopio de
trazo permanente para registrar las variaciones de absorbancia. Cuando el disparador es
accionado, se inicia la recoleccion de datos en la memoria del procesador y/o en el
osciloscopio. Del procesador los datos son pasados posteriormente al mismo registrador
del espectrofotometro. La traza en la pantalla del osciloscopio puede ser fotografiada con
camara polaroid o directamente colocada sobre papel traslucido.

La celda de medida es de cuarzo de 1 cm de camino éptico y 0,18 mL de capacidad,
el volumen de cada jeringa es de aproximadamente 1,8 mL. Los reactivos se pueden
inyectar, a partir de las respectivas jeringas en forma simultanea, en pasos de 0,2 mL o
multiplos de ese volumen, desde 0,2 a un maximo de 1,4 mL, para cada reactivo y en

cantidades iguales.
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Figura 1. Esquema del accesorio de medicion de flujo detenido.

1. presion neumdtica. 2. cilindro y piston. 3. jeringas. 4. reservorios. 5. llaves.
6. mezclador. 7. celda de medida. 8. monocromador. 9. detector y amplificador 10.
generador de senial del trigger. 11. osciloscopio. 12. procesador de datos. 13. barra de
impulsion

Para realizar las mediciones cinéticas se trabaj6é con la técnica de la conversion
visible del rojo fenol en azul de bromo fenol, descripta en la primera parte de este capitulo,
adecuadamente modificada para ser utilizada en mediciones cinéticas y en presencia de
nuestros complejos.

Todas las experiencias fueron realizadas a 25°C, pH 6,5 (buffer fosfato) y fuerza
i6nica 1,0 mol dm™ (NaCl).

Se realizaron dos tipos de experiencia para cada complejo:

a) Los reactivos se disolvieron en un medio de pH 6,5, y se inicid la reaccion al
mezclar una solucidon que contiene complejo de vanadio y bromuro con una solucién de
rojo fenol.

b) Los complejos de vanadio se disolvieron, con agitacion aproximadamente
durante cinco minutos, en una solucién fuertemente acida (pH 1), y se mezclé con una

solucion que contiene bromuro y rojo fenol a pH 6,5. Debido a las concentraciones
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empleadas, el pH de la mezcla de reaccion se mantuvo siempre en 6,5. La incubacion de
tiempos mayores a cinco minutos arroja los mismos resultados y nuestras condiciones
experimentales excluyen la posibilidad de explorar tiempos mas cortos.

Las concentraciones de los reactivos utilizados variaron entre (1,5-4) x 10*
mol dm™ para los complejos de vanadio, (3,75-120) x 10? mol dm™ para el bromuro y
10%-107 mol. dm™ para el rojo fenol.

La principal fuente de error en las mediciones cinéticas fue la desviacion de las
concentraciones de bromuro y vanadio respecto de los valores nominales.

Los errores asociados con las desviaciones del comportamiento lineal durante el

tratamiento de los datos fueron despreciables.

5.23.Resultados y Discusion

5.23.1.Reaccion directa a pH 6,5

Cuando la reaccion fue investigada en estas condiciones, no se observo bromacion
del rojo fenol, lo cual nos permite afirmar que ambas especies, [VO(O,),NH;] vy
[0{VO(0,)2},]" son incapaces de oxidar al bromuro ya que son cinéticamente estables y a

estos valores de pH no pueden interactuar con este anion.

523.2. Reaccion a pH 6,5 después de la
incubacion de las soluciones de vanadio
a pH 1

Después de la incubacion de las soluciones de vanadio a pH 1, se observo la
reaccion de bromacion del rojo fenol. Utilizando el complejo NH4[VO(O,)2(NH3)] y en el
rango de concentraciones de rojo fenol, bromuro y vanadio explorado en nuestro estudio,
la reaccion de oxidacion de bromuro es de primer orden en rojo fenol. Esta dependencia de
primer orden se demuestra a través de la linealidad del grafico de In[(A-Ax) / (A¢ -Ax) VS
tiempo, donde A, A,y Ay son las absorbancias a 595 nm, medidas al tiempo t,t — © y
t = 0 respectivamente a concentraciones constante de bromuro y de vanadio tal como se

indica en las Figuras la y 1b. Los rangos de concentracion de rojo fenol corresponden
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IN[A - A_)/(A,- A_ )]

aproximadamente a 10° — 10”7 mol dm™, y las concentraciones constantes de bromuro y de

aminooxodiperoxovanadato (V) estén indicadas en ambas figuras.

2,5
2,04
1,5
1,0

0,5

v T T T d T T T 4 T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

tiempo/ s

Figura l(a). In [(A — Ax) / (A, -A)] vs
tiempo para diferentes concentraciones de
[VO(O)(NHy)] : (m) 1,5x107; (A) 2,0x107;
(e) 3,0x107; (¢) 4,0x10” mol dm” a pH 6.5
y 25°C. [Br] = 7,5x10°7 mol dm”; A = 595
nm.

A)IA,- A

In [(A

tiempo /s

Figura 1(b). In [(A - Ao) / (4, -A2)] vs
tiempo para diferentes concentraciones de
Br:(a) 3,75x10°; (A) 5,0x107; (c) 7,5x10°;
(Y) 1,50%x107; (m) 3,00x10°7; (4)6,00x107;
(®) 9,00x107; (0) 12,0x10°. mol dm™ a pH
6.5y 25 °C. [VO(Oy)(NH3)] = 3,70x10™ mol
dm>: 1 =595 nm.

La dependencia de las constantes de seudo primer orden, obtenidas de las figuras 1a

y 1b, con las concentraciones de vanadio y bromuro se muestran en las figuras 2a y 2b,

respectivamente. Puede apreciarse que también con respecto a estos reactivos la reaccion

es de primer orden.
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Figura 2(a). Dependencia de la constante de
velocidad de seudo primer orden derivada de
la Figura lfa) con la concentracion de
complejo de vanadio; [Br] = 7,5 x 107 mol
dm” (R = 0,9945).

Seguidamente, se realiz0 un

v T T T T T T
4,0x10° 8,0x107 1,2x10”

[Br] / moldm®

Figura 2(b). Dependencia de la constante de
velocidad de seudo primer orden derivada de
la Figura 1(b) con la concentracion de
bromuro; [V(V)] = 3,0 x 107" mol dm’
(R = 0,9992).

estudio similar utilizando el complejo

(NHa)s- [O{VO(0O3)2}2]. Las figuras 3 a,b y 4 a,b muestran que el comportamiento de este

complejo es totalmente similar
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Figura 3(a). In [(A - Ax) / (A, -Ac}] versus
tiempo para diferentes concentraciones de
[O{VO(0):},] : (m) 1,5x107: (A) 2,0x107;
() 2,5x107; () 3,0x107; (V) 4,0x10" mol
dm? a pH 6.5 y 25 °C. [Br] = 3,75x10” mol
dm?; 1 =595 nm.

0,2 b

T T T T
2,0x10*  4,0x10* 6,0x10* 8,0x10*

V1 / mol dm®

Figura 4(a). Dependencia de la constante de
velocidad de seudo primer orden derivada de
la Figura 3(a) con la concentracion de
complejo de vanadio; [Br] = 3,75 x 107 mol
dm” (R = 0,9988)

T T T

05 10 15 20 25

tiempo /s

Figura 3(b). In [(A - Ao) / (A, -A0)] versus
tiempo para diferentes concentraciones de
[Br]:(m) 3.75x107°; (A) 5.0x10°; (o)
7.5x107; (W) 1.50x107; (m) 3.00x10°; (4)
6.00x107; (®) 9.00x107 mol dm™ a pH 6.5 y
25 °C. [O{VO(0y),},7] = 3.0x107 mol dm”;
A =595 nm.

1ZT

k/s'

T T T T T T
2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°

[Br] / mol dm®

Figura 4(b). Dependencia de la constante de
velocidad de seudo primer orden derivada de
la Figura 3(b) con la concentracion de
bromuro; [V(V)] = 6,0 x 107° mol dm’
(R =0,9997).
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La Tabla 1 muestra los valores de la constante de velocidad de seudo segundo

orden que se obtiene a partir de los graficos 2a, 2b, 4a 'y 4b

Tabla 1. Valores de la constante de velocidad de seudo segundo orden obtenidos a partir de los
experimentos realizados

107 Constante de ve-

. 4 vV 3 -
Serie Complej? de 10° [V ].3/ 10" [Br !/ locidad de sendo 2% R (facton:’de
Vanadio mol dm mol dm 3 .1 -1 correlacion)
orden/dm” mol " s
1 [VO(O,)(NH3)T 1,5-4,0 7,5 34,2+ 2,70 0,9945
2 [VO(0,),(NH;3)]” 3,0 3,75-120 0,82 + 0,06 0,9992
3 [O{VO(O;)Z}Z]“' 3,0-8,0 3,75 9,19+ 0,74 0,9985
4 [O{VO(O,):} 2]4' 6,0 3,75-90 1,38+ 0,11 0,9997

La ley cinética de la bromacion del rojo fenol (HRPh), que se obtiene de los

resultados experimentales, en ambos casos es:
V =k [V]r [Br] [HS] (1

donde HS es el sustrato que sufre la bromacion en el paso determinante de la velocidad.

El principal producto de la bromaciéon del rojo fenol es el tetrabromo-derivado
(bromofenol), tal como se indica en la ecuacion 1 de la seccion 5.1.1; evidentemente estan
involucradas cuatro reacciones de bromacién sucesivas, pero no se conoce el paso
determinante de la velocidad en el curso de esas cuatro bromaciones sucesivas y no puede
ser derivada a partir de nuestras mediciones. Varios mecanismos de reaccion pueden estar
involucrados y conducir a una reaccion de primer orden, lo que dificulta la identificacion
de HS (por ¢j. rojo fenol o cualquiera de sus derivados parcialmente bromados). Aunque
uno espera que la cuarta bromacion sea la més lenta, k puede, en realidad, estar involucrada
con la reactividad de las diferentes especies. Esta ambigiiedad, es sin embargo irrelevante
para nuestros propositos ya que el sustrato es el mismo en todos los experimentos.

Los valores de la constante k, deducidos a partir de las diferentes series de
experimentos que se muestran en la Tabla 1 son, respectivamente, (4,55 + 0,36; 2,72 +
0,22; 2,45 £ 0,20 y 2,30 + 0,19) x 10° mol? dm® s, Excepto para el primer valor, se
obtiene un buen acuerdo para los distintos experimentos y se puede concluir que ambos
complejos tienen la misma reactividad, caracterizada por una constante de velocidad tinica
igual a 2,49 x 10> mol? dm® s™'. El origen de la discrepancia en la primera serie de

experimentos no es claro, sin embargo se puede atribuir esta discrepancia a un error
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sistematico en la concentracion de bromuro. Por otra parte, si comparamos los puntos
experimentales de la serie 1 y la serie 2, puede observarse una mayor desviacién de la linea
recta de los puntos correspondientes a la serie 1. Esta serie muestra también una mayor
dispersion en los datos (ver valor de R en la Tabla 1) y también esta constituida por un
numero menor de puntos individuales (cuatro). Consecuentemente se descartan los
resultados de la serie 1 en nuestros analisis.

Un posible mecanismo implica la participacion de un intermediario comin,
generado por el ataque del acido sobre los complejos de vanadio. La acidificacion de las
soluciones de [VO(0,),(NH3)]" y de [O{VO(O2)}2]", produce especies de color rojo; la
Fig. S5a muestra el espectro de absorcion después de acidificar la solucion de
VO(0,)2(NH3) a pH 1 y en el cual se observa una banda de absorcion centrada alrededor
de 450 nm con una absortividad molar ¢ = 215 mol”’ dm® cm™. Similar tratamiento de la
solucion de O{VO(02):},* produce un espectro parecido con una absortividad un poco
mas alta, siendo su valor ¢ = 270 mol’ dm® cm™ (Fig. 5b). Esta banda corresponde a una
transicion de transferencia de carga en complejos LVO(0,)"™ [12,13], y podemos asumir
que en ambos casos se forma una mezcla de especies con L = H,0, [(VO(O)(H;0)] y L =
0,7, [(VO(O3)2]" (14). Se desconoce el numero de moléculas de agua coordinadas con la
especie VO(O,)", aunque probablemente se trata de una especie de coordinacién

pentagonal [15,16].
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Capitulo S por peroxo complejos de Vanadio (V)
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Figura 5a. Espectro UV-visible de la especie
Jormada a partir de [VO(O,),(NH;)] a pH ]
(—)yapH3,5(--)

Figura 5b. Espectro UV-visible de la especie
formada a partir de[O{VO(Oy),},]" a pH 1
(—)yapH55 ()

Nuestros resultados indican que el desprendimiento de NHj a partir de
[VO(O2)2(NH3)] es cuantitativa a pH 1 y despreciable a pH > 2 (ecuacion 2). También se
produce la liberacion de peréxido de hidrégeno con la consecuente formacion de un
monoperoxo complejo de vanadio (V) (ecuacion 3).

[VO(O2(NH3)” + H" — [VO(O2)2] + NH,' )

[VO(0,),(NH3)] +3H" - [VO(On)]" + H,0, + NH,' 3)

En el caso del [O{VO(0O,);}2]1", se produce la ruptura previa irreversible del puente
oxo conjuntamente con la liberacion de peroxido de hidrogeno, en el caso de la formacion
del monoperoxo complejo (ecuaciones 4 y S):

[0{VO(02)2}5]* + 2H' — 2[VO(O22] + H0 “4)

[0{VO(0,):}.]" + 6H 5 2[VO(0,)]" +2H,0, + H,0 (5)

La alcalinizacion de las soluciones resultantes conduce a la formacion de complejos

de vanadio desconocidos. Se ha propuesto que las especies activas en la oxidaciéon del
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haluro es el dimero p-peroxo, [{VO(03)}20,] [11,14]. En nuestros sistemas de reaccion no
se observa la oxidacién del bromuro, solamente se detecta la bromacién del rojo fenol. Los
datos cinéticos obtenidos experimentalmente a pH 6,5, son compatibles con una reaccion
en equilibrio en la cual se forma una especie entre el peroxo complejo de vanadio (V) y el
bromuro (descripta por la ecuacion 6), seguida por la bromacion irreversible del rojo fenol

(descripta por la ecuacion 7).

Br + [VO(O2)]" = [BrVO(Oy)] ; Ke=ke/ kg (6)

H® + [BrVO(0y)] + HS — VO," + BrRPh + H;0 ;k; (7

Con el objeto de simplificar la evaluacion de los resultados obtenidos asumiremos
que la especie activa en nuestro sistema es [VO(O,)]", aunque otras especies tales como el
mencionado dimero {VO(0O,)},0; podrian conducir a resultados similares.

La constante de velocidad de tercer orden fue calculada asumiendo que el dimero se
rompe para formar dos monomeros. Los resultados cinéticos excluyen la ocurrencia
simultanea de los mondmeros y del dimero, puesto que el desplazamiento en el equilibrio
de dimerizacion al incrementar la concentracién de vanadio podria conducir a otros
resultados con un comportamiento cinético mas complicado. Como hemos mencionado
anteriormente, el producto de la reaccion (7) podria de hecho ser un precursor del azul de
bromo fenol, que evoluciona rapidamente a ésta especie en el medio de reaccion. Un
posible mecanismo viene dado por el equilibrio (6) y la reaccion lenta (7).

Bajo las condiciones que K¢ < < 1y ks > > ky [H"] [HS], este esquema conduce a

la expresion cinética, descripta por la ecuacion (8), con k = k"7(ks / kg):

d [BrPhB] / dt = k"7(k¢/k-) [HS] [Br] [V] (8)

la cual esta de acuerdo con la ecuacién empirica (1). Nétese que la constante k7 = k; f[H]
es una funcion indefinida de la acidez; nuestros experimentos se realizaron a pH constante,
y por lo tanto no podemos analizar la posible participacion de los protones en el estado
activado.

Este mecanismo sugiere que la bromacion del rojo fenol estd mediada por la
coordinacién del haluro con el centro metalico para formar [VO(O,)Br], y que no se forma

previamente 4cido hipobromoso, en la etapa lenta de la reaccion, esquema que conduciria a
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un orden cero en la concentracion de sustrato orgdnico. En otros casos, se ha informado
orden cero en rojo fenol [17]; un posible origen de la diferencia es la baja concentracion de
rojo fenol usada en nuestros experimentos, en la cual se cumple la ley cinética encontrada
por nosotros. A concentraciones mayores, es posible que se cumpla que k;[H ]J[HS]> > k.,

y la ley cinética es entonces:
d [BrPhB] / dt = ke [Br][V] )

El intermediario [VO(O,)Br] ha sido postulado por otros autores [14,18], que han
sugerido incluso la posible reaccion de reorganizacion interna que se muestra a

continuacion en la ecuacion (10):
0O

| o °
// ., A (10)

o) o)

<—0

Y

Br/

Br

Esta reorganizacion es equivalente a la generacion de hipobromito coordinado.
Asumiendo que la especie activa es VO(O,)", nuestros resultados estan de acuerdo con esta
posibilidad, y ademas sugieren que el ataque inicial del bromuro sobre el VO(O,)" debe
ocurrir sobre el 4tomo de vanadio; por ello es necesario la generacién previa del VO(0,)" a
partir ya sea del [VO(O,),(NH3)] o del [O{VO(O),},] *. Esta reaccién sélo ocurre en
medio acuoso fuertemente acido (pH ~ 1); el atomo de vanadio hexa-coordinado tal como
se encuentra en los complejos precursores es inactivo.

En contraposicion al comportamiento de nuestros dos complejos modelos,
las V-BrPO no requieren ninguna transformacion previa para desarrollar su actividad
catalitica en condiciones fisioldgicas. Aparentemente, el factor central es la posibilidad de
estabilizar el “ensemble” [LVO(O,)]" piramidal (L, ligando bidentado) en dicho medio, y
la posibilidad de generar condiciones tales que k;; [H'] [HS] >> k.., lo que involucra las

ecuaciones (11)y (12)
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[VO(O,)L]" + Br &* [VO(O,)LBDI™"  ; K, =ki/ky (11)
H'+ [VO(O)L(Br]™"+ HS — [VO,L]" + BrS + H,0 ;ki» (12)

Las reacciones (11) y (12) son analogas a las ecuaciones (6) y (7). En el caso de las

bromoperoxidasas, la actividad catalitica se completa con la reaccion (13):

[VO.L]" + H0, — [VO(O2)L]" + H0 (13)

Se sabe en efecto, que el peroxido de hidrogeno regenera la actividad catalitica de
las peroxidasas de vanadio (V) [19].

En definitiva, podemos verificar que algunos de los peroxocomplejos de vanadio
(V) que hemos caracterizados en este trabajo de Tesis, aparecen como buenos modelos
para estudios mecanisticos relacionados con las bromoperoxidasas dependientes de
vanadio. Eventualmente también podrian ser muy utiles como sistemas cataliticos en

diversos tipo de reacciones de oxidacion de interés basico y aplicado.

pdag. 193



Estudio de la reac...
Capltulo 5 por peroxo complejos de Vanadio (V)

S.24.Bibliografia

1. Wever, R., Plat, H. y de Boer, E., Biochim. Biophys. Acta 830, 181 (1985).

2. De Boer, E., Plat, H. y Wever, R., en “Biocatalysis in Organic Media” (C.
Laane, J. Tramper y M. D. Lilly, editores.), vol. 29, p. 317. Elsevier, Amsterdam
(1987).

3. Hager, L. P., Morrison, D. R., Brown, F.S. y Eberwein, H., J. Biol. Chem. 241,
1769 (1966).

4. De Boer, E., Plat, H., Tromp, M. G. M., Franssen, M. C. R., Van der Plas, H. C.,
Meijer, E. M., Schoemaker, H. E. y Wever, R., Biotechnol. Bioeng. 30, 607
(1987).

5. Djordjevic, C. Chem. Britain 18, 553 (1982).

6. Mimoun, H., Saussine, L., Daire, E., Postel, M., Fischer, J. y Weiss, R., J. Am
Chem. Soc. 105, 3101 (1983).

7. Campestrini, S., Conte, V., Di Furia, F. y Modena, G., J. Org. Chem. 53, 5721
(1988).

8. Mimoun, H., Mignard, M., Brechelot, P. y Saussine, L., J. Am. Chem. Soc. 108,
3711 (1983).

9. Conte, V., Di Furia, F. y Moro, S., Tetrahedron Lett. 35, 7429 (1994).

10. De la Rosa, R. 1., Clague, M. J. y Butler, A., J. Am. Chem. Soc. 114, 760 (1992).

11. Clague, M. y Butler, A., J. Am. Chem. Soc. 117, 3475 (1995).

12. Orhanovic, M. y Wilkins, R., J. Am. Chem. Soc. 89, 278 (1967).

13. a) Djordjevic, C., Craig, S. y Sinn, E., Inorg. Chem. 24, 1281 (1985). b)
Djordjevic, C., Puryear, B., Vuletic, N., Abelt, C. y Sheffield, S., /norg. Chem.
27,2926 (1988).

14. Butler, A., Coordination Chem. Rev. 187, 17 (1999).

15. Howard, O.y Hunt, J., J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1388 (1979).

16. Jaswal, J., y Tracey, A., Inorg. Chem. 30, 3722 (1991).

17. Colpas, G., Hamstra, B., Kampf, J. y Pecoraro, V., J Am. Chem. Soc. 118, 3469
(1996).

18. Clague, M. J., Keder, N. L. y Butler, A., Inorg. Chem. 32, 4754 (1993).

19. Tromp, M. G. M., Olafsson, G., Kreen, B. E. y Wever, R., Biochim. Biophys.
Acta 1040, 192 (1990).

Pdg. 194



Parte Experimental

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos y técnicas utilizadas

Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo de las muestras solidas se registraron en forma de
pastillas, con KBr de calidad espectroscopica. En algunos casos fue necesario el empleo de
Nujol para preparar suspensiones, las que fueron medidas entre ventanas de KBr.

En el presente trabajo se realizaron espectros utilizando los espectrofotometros
interferométricos a Transformadas de Fourier (FTIR) en el infrarrojo medio (MIR, 4000-

400 cm™"), Bruker modelo IFS 66 y Perkin Elmer modelo 1600.

Espectroscopia raman

Los espectros Raman se obtuvieron con el accesorio FRA 106 adosado al equipo
Bruker IFS 66 antes citado, usando la linea de excitacion de un laser de estado solido de

Nd-YAG de longitud de onda de 1064 nm.

Las abreviaturas usadas en las tablas de las asignaciones de los espectros

vibracionales son las siguientes

Abreviatura Significado

hombro
débil
media
fuerte
ancha
muy débil
muy fuerte
estiraminto
deformacion
rocking

3
'ooo<§ho_m»-nao.:‘
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Espectroscopia electronica

Los espectros de absorcion electronica fueron registrados utilizando un
especirofotometro  Hewlett- Packard modelo 8452-A, con arreglos de diodos. Se usaron
celdas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico en todos los casos.

Los espectros de reflectancia fueron medidos con un instrumento Shimadzu UV-

300, usando MgO como patron.

Susceptibilidad magnética

Para las medidas de susceptibilidad magnética se utiliz6 un magnetosuseptometro
complctamente automatico DSM-8, basado en el método de Faraday y utilizando
Hg[Co(SCN)4] y Gd(S0O.); 8H,0 para la calibracion del equipo. La intensidad del campo
magnético fue de 12 KG con HdH / dZ = 28 KG*.cm™.

Espectroscopia de resonancia de espin
electronicos (ESR)
El espectro ESR del complejo de Cu(ll) con carnosina fue registrado a temperaturas

de 100 y 300 K usando un instrumento Bruker-300 trabajando a una frecuencia de 34,01
GHz (banda Q)

Voltamperometria ciclica

Las medidas se realizaron en un equipo Bioanalytical System Inc. modelo CV-1B
con una celda de tres electrodos. Se utilizé un electrodo de trabajo de carbon vitreo, un
contraelectrodo de alambre de platino y como referencia Ag / AgCl. Las experiencias
fueron realizadas en una solucion acuosa 0,5 M de LiClO4 (utilizado como electrolito

soporte).

Resonancia magnética nuclear

El espectro RMN de la p-bromo-acetanilida fue medido a 25 °C utilizando un
equipo BRUKER modelo AMX300 y utilizando TMS como patron.
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Conclusiones Generales

Este trabajo de tesis se centrd en el estudio de algunos sitemas modelo vinculados a
la bioquimica del oxigeno. Y, concretamente, se encaro el estudio de la posible actividad
superoxido-dismutasa (SOD) de una variedad de complejos metalicos con diverso tipo de
ligandos asi como el de complejos de vanadio que pudieran servir para avanzar en el mejor

conocimiento de la accidn de las haloperoxidasas dependientes de este elemento.

Luego de una introduccidon general, en la que se presentaron y discutieron
brevemente los aspectos mas importantes relacionados a la bioquimica del oxigeno, los
estudios encarados en el trabajo se dividieron en dos partes. La primera de ella se dedicd,
esencialmente, al estudio de la actividad SOD de una serie de complejos de cobre (II) de
variadas caracteristicas y complejidad estructural. La segunda parte se centro en el estudio
de peroxocomplejos de vanadio que pueden resultar utiles en relacion a la actividad y a los
mecanismos de acciéon de algunas haloperoxidasas descubiertas en afios recientes y

dependientes de este metal.

La primera parte, que se inicia con una introduccion referida a los aspectos
quimicos y bioquimicos basicos de la enzima superéxido-dismutasa, esta dividida en cinco
capitulos. En el primero de ellos se investigd la actividad SOD de una serie de complejos
metalicos derivados de la sacarina (o-sulfobenzimida, sac.) de estequiometria
[M"(sac)2(H,0)4].2H,0 y con M" = Mn, Fe, Co, Ni, Cu'y Zn. Se encontr6 que el complejo
de Cu(ll) es el que presenta la mejor actividad SOD y los resultados obtenidos permiten
especular que solo este complejo produce una reaccion tipo SOD mientras que todos los
demas soélo catalizarian, en cierta medida, la dismutacion espontanea del anion superoxido.
Estos resultados también concuerdan con los obtenidos de un estudio electroquimico

previo de esta misma serie de complejos.

En el segundo capitulo se realizé un estudio similar para una serie de complejos de
Cu(II) con aminodacidos biologicamente relevantes, del tipo NH,-CHR-COOH, donde R =
residuo hidrofobico u oxhidrilico. Todos estos complejos mostraron importante actividad
SOD y muy similar para todos ellos, lo que tal vez derive de sus similitudes estructurales.

No pudo establecerse una correlacion simple entre las pequefias variaciones de actividad y
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el efecto de los diferentes ligandos. Estos resultados sugieren la necesidad de ampliar estos
estudios involucrando otros aminoacidos con restos R diferentes y de una més amplia y

variada complejidad estructural.

En el tercer capitulo se evalud la actividad SOD de una serie de complejos de
Cu(ll) con bases de Schiff derivados del salicilaldehido y los aminoacodos serina,
triptofano, metionina y glutamina. Se encontré que todos estos complejos presentan una
muy baja actividad en comparacion con la observada para los complejos del capitulo

precedente.

En la busqueda de este tipo de actividad en sistemas algo mas complicados
estructuralmente, se investigd el complejo que forma el Cu(ll) con la carnosina, el
dipéptido B-alanil-L-histidina. Previo al analisis de su actividad SOD, se realizdo un
pormenorizado estudio del complejo que incluyé sus espectros electréonico y vibracional,
su comportamiento magnético (a través de medidas de susceptibilidad en un amplio
intervalo de temperaturas y de espectroscopia ESR) y sus caracteristicas redox,
investigadas a través de voltamperometria ciclica. Curiosamente, este complejo
practicamente no mostr6 actividad SOD, a pesar de que su estructura en solucién permitiria
inferir esa posibilidad. No obstante, esa falta de actividad estaria justificada por la

importante estabilidad redox que presenta el mismo.

Finalmente en el quinto y ultimo capitulo de esta primera parte, se evalud la
actividad SOD de una serie de complejos ternarios de Cu(ll) conteniendo, junto al
dipéptido glicilglicina, otros ligandos organicos sencillos (creatinina, benzimidazol,
isocitosina, 6-metilisocitosina). Estos compuestos si bien exhiben una actividad mas alta
que la del complejo con carnosina, tampoco muestran un efecto demasiado notable aunque

también en estos casos, las estructuras moleculares permitian esperar una mayor actividad.

La segunda parte se inicia con una nueva introduccion en la que se analizan las
principales caracteristicas y propiedades de las haloperoxidasas dependientes de vanadio y
se sugiere la utilidad de peroxocomplejos de vanadio como buenos “modelos™ para avanzar
en la mejor comprension de ciertas peculiaridades y de los mecanismos de reaccion de

estos novedosos sistemas enzimaticos.
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Esta segunda parte esta dividida también en cinco capitulos. En el primero de ellos
se presenta un analisis de las caracteristicas estructurales y espectroscopicas asi como de la
reactividad de peroxocomplejos de vanadio (V). En el siguiente, se presenta un estudio
pormenorizado de las peculiaridades espectroscopicas de oxo-monoperoxocpmplejos de
vanadio (V), las que son analizados en base a sus caracteristicas estrucurales. El estudio
incluye varias sales de los aniones diméricos [VO(Oz)(malato)]zz’ y [VO(OZ)(citrato)]zz’ y
del correspondiente complejo dioxo, [VOs(citrato)],” asi como el oxoperoxocomplejo

cnteniendo el ligando tridentado nitrilotriacetato.

En el tercer capitulo se realizaron estudios similares de oxodiperoxocomplejos.
Estos incluyeron dos complejos diméricos conteniendo solo esos ligandos (dos grupo
peroxido y dos grupos 0xo0) y un y tercer compuesto, conteniendo ademas una molécula de
amoniaco como ligando monodentado, [ VO(0O,);NH3]". Junto a estas especies se investigo,
también un par de complejos de tipo [VO(O,):L]" conteniendo como L a los ligandos

bidentados oxalato y 1,10 fenantrolina, respectivamente.

En el cuarto capitulo se investiga la actividad catalitica de algunos de los peroxo
complejos descriptos en las secciones precedentes. Para ello se trabajo en un sistema
bifasico (agua/cloroformo) estudiando la bromacion de diversos sustratos organicos
(acetanilida, salicilaldehido y fenol). En todos los casos, la reaccion de halogenacién
ocurre con excelente rendimiento (del orden del 95%) y los resultados demuestran que los
complejos ensayados imitan la accion de las bromoperoxidasas dependientes de vanadio y

pueden resultar qtiles para encarar estudios mecanisticos.

Un estudio de este tipo se realiza en el capitulo final de la Tesis en el que se
investigd la reaccion de bromacion del rojo fenol (con bromuro y agua oxigenada),
trabajando a pH = 6,5 y utilizando como catalizadores las especies generadas por
tratamiento 4cido del complejo [VO(02);NH;] o del [O{VO(O,)}2]*. La reaccion se
midi6 siguiendo las variaciones de absorbancia del azul de bromo fenol a X = 595 nm, y a
25°C, utilizando la técnica de “flujo detenido”. Los resultados apuntan a que la especie
activa seria un intermediario bromado del tipo [VO(0O;);Br] con el bromo inicialmente
unido en forma directa al vanadio y los datos cinéticos excluyen la mediacion de
hipobromito en la reaccion sugiriendo, en cambio, la necesaria presencia de una especie

pentacoordinada de vanadio (V) en el ciclo catalitico de las haloperoxidasas.
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Finalmente se resume brevemente las técnicas experimentales y el instrumental
utilizado a lo largo del trabajo y se presenta un listado de las publicaciones cientificas y las

comunicaciones originadas en el mismo.
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Publicaciones y Comunicaciones Originadas en
este Trabajo de Tesis
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Maria C. Apella, Roxana Tétaro y E. J. Baran

Biol. Trace Elem. Res. 37, 293 (1993)

“Evaluation of superoxide dismutase-like activity in some copper(Il) complexes of
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Roxana M. Tétaro, Maria C. Apella, Maria M. Torre, Eva Priet, Inés Viera, Eduardo
Kramer y Enrique J. Baran
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B) Comunicaciones Presentadas a Congresos

"Propiedades Espectroscopicas de Peroxocomplejos del Vanadio"

Roxana M. Tétaro, Maria C. Apella y Enrique J Baran

IX Congreso Argentino de Fisicoquimica.

Noviembre de 1994, San Luis, Argentina.

"Compuestos de Vanadio: Modelos Funcionales de Bromoperoxidasa

Roxana M Tétaro, Maria C. Apella y Enrique J. Baran
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