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RESUMEN

El Trabajo de Tesis de Doctorado se basa en el desarrollo de nuevos compuestos de coordinacion
usando como centro metalico Cu(Il) y Ga(III), ligandos derivados de la 1,10-fenantrolina (NN) y
coligandos anionicos en busca de otorgar estabilidad a los complejos sintetizados y que permitan
modular las propiedades fisicoquimicas de los complejos teniendo como objetivo principal
compuestos que presentan actividad citotdxica ante lineas celulares tumorales. Se obtuvieron: 3
complejos homolépticos de Cu(Il) de la forma [Cuz(fenilcarboxilato)4] (CuLn) con los ligandos
anidnicos acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico (L1), acido fenilpropanoico (L2) y acido fenilacético
(L3), 18 complejos heterolépticos de Cu(Il) de la forma [Cu,Clu(fenilcarboxilato)n(NN)s] con los
ligandos derivados de la 1,10-fenantrolina y los acidos fenilcarboxilicos previamente mencionados
y 3 complejos homolépticos de Ga(Ill) de la forma [Gan(dipéptido)s(NO3)s] usando como ligandos
anionicos los dipéptidos L-Gly-Val, L-Gly-Phe y L-Ala-Phe y de la forma
[Gan(fenilcarboxilato),(NOs3)a] con los acidos fenilcarboxilicos previamente mencionados. Los
complejos fueron caracterizados en estado solido y solucion por técnicas espectroscopicas a partir
de las cuales se pudo proponer formulas para los complejos en estado sélido y posible entorno de
coordinacion de la especie mayoritaria en solucion. Se estudi6 la interaccion de los complejos con
el ADN a partir de determinacion de la constante de union, estudios de dicroismo circular y
variacion de viscosidad, concluyendo que los complejos interactuan por unién a los surcos del
ADN. Para un grupo seleccionado de los complejos heterolépticos de Cu(Il) se estudié el modo de
interaccion con modelos de membranas fosfolipidicas por calorimetria diferencial de barrido y
espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (EPR) usando marcadores de espin, a partir
de este estudid se determin6d que los complejos no penetran la membrana y la interaccion se da de
forma superficial. Finalmente se estudio la actividad citotdxica in vitro de los complejos en
diferentes lineas celulares tumorales y no tumorales, en el caso de los complejos homolépticos de
Cu(Il) se estudio en las lineas celulares MDA-MB-231(adenocarcinoma de mama metastasico
humano, triple negativo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama metastdsico humano), A549
(carcinoma humano epitelial de pulmén), A278cis (carcinoma humano de ovario, resistente al
cisplatino) y la linea celular no tumoral, MRC-5 (de pulmoén) obteniéndose valores de ICs0> 50 uM
para los complejos en la mayoria de las lineas celulares estudiadas con excepcion a la linea A278cis
para la cual se obtuvieron valores de ICso de 26,80 (CuL1), 13,50 (CuL2) y 7,85 (CuL3) uM
pudiendo clasificarlos como agentes citotdxicos. En el caso de los complejos heterolépticos de
Cu(II), se usaron las lineas de MDA-MB-231, MCF-7, A549 y lineas celulares no tumorales, MRC-
5 y MCF-10A (de mama) obteniendo valores de ICso menores a 10 uM clasificando asi como
potentes agentes citotoxicos, siendo el complejo [CuCl(fenilpropanoato)(neocuproina)]0,5H>0 el
complejo con mayor citotoxicidad y mayor indice de selectividad en las lineas tumorales estudiadas.
Los complejos homolépticos de Ga(Ill) con dipéptidos fueron estudiados en la linea MCF-7, para
los que se obtuvieron valores de ICso entre 120 y 30 uM obteniendo mayor citotoxicidad que para
los complejos andlogos de Cu(Il) estudiados previamente por el grupo en esta linea tumoral.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION



Capitulo 1 - Introduccion

1.1 ANTECEDENTES.

El cancer es una enfermedad con una alta prevalencia tanto a nivel mundial como en nuestro pais.
La Organizacion Mundial de la Salud estima que en Uruguay se diagnostican 15.000 personas por
afio con enfermedades oncoldgicas, siendo la segunda causa de muerte. Por ejemplo, el cancer de
mama, el mas frecuente en la mujer, genera 1.800 nuevos diagndsticos y 600 muertes por aiio [1].
Existen diferentes medidas para la prevencion del mismo y/o su diagnodstico temprano que son de
elevada utilidad y deben potenciarse. Pero una vez que ocurre un diagndstico es necesario contar
con un conjunto de tratamientos para dar respuesta a los pacientes. La Quimica Medicinal ha
desarrollado tratamientos farmacologicos con posibilidad de ser curativos para diferentes tipos de
cancer, incluso en etapas relativamente avanzadas. Pero lamentablemente aun no es esta la realidad
para cada enfermedad oncolodgica. Por lo tanto, es necesario ampliar el arsenal de medicamentos
para su tratamiento, de manera de tener respuestas para mas tipos de cancer, que redunden en mas
personas curadas o que mejoren su calidad de vida[2].

Una de las areas del conocimiento que puede aportar moléculas utiles para el tratamiento del cancer
es la Quimica Inorganica Medicinal. Esta area, se origind con el descubrimiento de la elevada
actividad antitumoral del compuesto de coordinacién cis-[PtClo(NH3)2], Cisplatino, que inicid una
intensa busqueda de compuestos de coordinacion con actividad citotoxica. Se desarrollaron
farmacos que se usan en clinica como, ademas del Cisplatino, los compuestos de segunda
generacion Carboplatino y Oxalilplatino. Actualmente, gran parte de las quimioterapias incluyen
alguno de estos compuestos (aproximadamente 50 %). Estos compuestos permiten un tratamiento
pretendido curativo en ciertos tipos de cancer. Por ejemplo en el tratamiento del cancer de colon,
uno de los mas frecuentes, el uso del Oxalilplatino permite alcanzar tasas de curacion cercanas al
80 % [2]. El éxito de estos compuestos de coordinacion demuestra la utilidad de la investigacion
en el tema. Esta se ha realizado fundamentalmente a nivel de universidades u otro tipo de institutos
de investigacion ya que la industria farmacéutica aun es reticente a la inversion en el desarrollo de
esta clase de farmacos [2].

El uso de compuestos de coordinacion es una herramienta versatil para el avance en esta area. Los
compuestos adquieren nuevas caracteristicas fisicoquimicas en relacion con el metal o al ligando
por separado, que les permiten eventualmente presentar diferentes perfiles farmacologicos [3].
También, es comun la inclusion de un segundo ligando en el complejo, buscando modular tanto
propiedades fisicoquimicas como la solubilidad, o modificar el mecanismo de accion, o agregar
posiciones labiles para la sustitucion por ligandos biologicos [4].

Una de las estrategias utilizadas es la busqueda de nuevos compuestos de metales esenciales, como
el Cobre (Cu), ya que para éstos existen vias metabdlicas para su almacenamiento y eliminacion,
permitiendo, en principio, lograr compuestos activos con menores efectos secundarios [3—11].
Ademas, al tratarse de metales con diferente reactividad quimica, podrian presentar diferentes
mecanismos de accion y nuevos espectros de accion en relacion con los compuestos de Pt [4,5].
Diferentes complejos de cobre han sido estudiados con resultados promisorios. El complejo
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[(Cu(Il))(4,4’-dimetil-2,2"-bipiridina)(acetilacetonato)(NO3)(H20)] (Fig. 1.0.1), de la familia
Casiopeinas® desarrollado por L. Ruiz y colaboradores, se encuentra en Fase I de estudios clinicos
[11,12]. El mecanismo de accion de estos compuestos incluye la determinacion de la muerte celular
por apoptosis. A su vez, las sefiales que podrian desencadenar el proceso apoptotico en éstos
incluyen la produccion de especies radicalarias del oxigeno y degradacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) celular.

— -/ +
HsC CH3
/
N N
NS
Cu
/N
0 0

Figura 1.0.1. Esquema del complejo [Cu(4,4’-dimetil-2,2'-
bipiridina)(acetilacetonato)(NO3)(H20)] [11].

Respecto a los mecanismos de accion citotoxica de los complejos de coordinacion de Cu la
informacion es atn parcial [13]. Numerosos estudios muestran que los complejos de cobre pueden
unirse al ADN aislado, por intercalacion o union a los surcos de la doble hélice [6,14,15]. Estos a
su vez pueden causar la alteracion por oxidacion de diferentes moléculas presentes a nivel celular
como lipidos, proteinas y ADN [5,6,16]. Este proceso se verifico para algunos de los complejos,
como los que contienen diiminas aromaticas (NN), con datos obtenidos fundamentalmente in vitro.
Es de destacar que las células tumorales son especialmente sensibles al dafio por ROS [16], por lo
que éste podria ser un mecanismo con relativa selectividad hacia las células tumorales. También se
ha reportado inhibicion de topoisomerasas (I y II) para complejos con oximas, tiosemicarbazonas
y pirofosfatos entre otros; e inhibicion de la proteasoma como los complejos con ditiocarbamatos
[6]. Para un grupo de compuestos de Cu(Il) con pirazol-piridinas se estudié también la relacion
entre el Cu total en células tratadas y la actividad citotoxica. Se encontrd que la actividad
antiproliferativa es proporcional a la cantidad de Cu total intracelular en las células tratadas con
cada compuesto. Se postuld que, en ese grupo de compuestos, los ligandos actuarian como
“transportadores de Cu” a través de la membrana de las células. Segun dicho estudio el responsable
final de la actividad antitumoral es el Cu o sea, las especies cationicas de Cu presentes a nivel
intracelular, no el complejo de coordinacién como tal [17]. Considerando esta diversidad de
acciones in vitro o a nivel celular, aun es necesaria mas investigacion para conocer el mecanismo
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de accion de los complejos de Cu, lo que es de utilidad tanto para su disefio racional, como para el
disefio de nuevos tratamientos contra el cancer que incluyan metalofarmacos de Cu.

Otro metal para el cual se han reportado resultados prometedores es el Galio (Ga). El Ga ha
demostrado eficacia en el tratamiento de una variedad de trastornos, como: reabsorciéon Osea
acelerada, enfermedades autoinmunes, ciertos canceres y enfermedades infecciosas [18]. El mismo
exhibe actividad antineoplasica en forma de sales simples de Ga(IIl), tales como el nitrato o el
cloruro. Sin embargo, el uso de sales de Ga(III) presenta algunos inconvenientes, relacionados a su
toxicidad y su baja biodisponibilidad [19]. En la busqueda de nuevos agentes antitumorales, la
coordinacion de Ga con ligandos organicos es reconocida como una estrategia prometedora para el
desarrollo de nuevos agentes con mayor biodisponibilidad [20].

El potencial farmacologico del galio se evidencia en 1931 con el reporte de que el tartrato de galio
es capaz de curar la sifilis en ratones [21]. En relacion con el tratamiento del cancer, se inici6 el
interés en el area por la observacion de que el 4’Ga (isotopo radioactivo) se localiza en tumores,
originando el desarrollo del Citrato de ’Ga como agente imagenoldgico [22]. Asimismo, esta
propiedad del galio condujo a la investigacion de compuestos no radioactivos. Hace ya cincuenta
afios que se encontrd que el Ga(NOs); presenta actividad antitumoral en ratas, induciendo en
algunos casos una supresion total de los tumores [23]. Otras sales simples de galio presentaron
actividad similar [24]. Se realizaron estudios clinicos de Fase I y II de la actividad del Ga(NO3)s.
Se encontro que es efectivo en el tratamiento del linfoma no Hodkin y cancer de vesicula avanzado
[25], resistentes a otros tratamientos. Ademas, se observo que el Ga(IIl) no produce supresion de la
produccion de linfocitos, a diferencia de otros tratamientos quimioterdpicos. Se encontrd también
que es util para el tratamiento de la hipercalcemia asociada al cancer, uso para el cual esta aprobado
en Estados Unidos (GaniteR) desde 1990 [26]. Presenta toxicidad renal, que puede ser minimizada
con tiempos de infusion intravenosa adecuados y con la correcta hidratacion de los pacientes [26].
En relacion a su especiacion en sangre, el Ga(NOs3)3 se encuentra mayoritariamente como galato,
especie soluble de rapida excrecion renal [27,28]. La toxicidad del Ga(NOs3)3 se plantea que esta
asociada a esta especie [26].

Ademas de sales simples de galio, en una segunda etapa, se estudiaron complejos de coordinacion.
Entre ellos, fueron seminales los estudios del maltolato de galio y el quinolinato de galio, los que
llegaron a probarse en humanos. Estos complejos presentaron semejanzas en la actividad
antitumoral al nitrato de galio, pero no exactamente el mismo perfil. Por ejemplo, el maltolato de
galio se puede administrar de manera oral. Una vez absorbido se encuentra en la circulacion unido
a la transferrina. En relacion a su actividad citotdxica, presenta mayor actividad que el Ga(NO3)3
en cultivos celulares y ademds no presenta resistencia cruzada. Los ensayos in vivo en ratones
mostraron una alta efectividad en modelos de linfomas de células T y gliomas [18]. En antecedentes,
se encuentran complejos que presentan actividad citotoxica en diferentes lineas celulares tumorales
[29-39], como por ejemplo el compuesto [Gal>][GaCls] (KP1089, L = 3-aminopiridina-2-
carboxaldehido tiosemicarbazona) el cual fue evaluado contra adenoma de colon, adenocarcinoma
de mama, y lineas tumorales celulares humanas (carcinoma de ovario). En resultados mas recientes
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de complejos de Ga(Ill) con 1,10-fenantrolina y 2,2’-bipiridina con actividad citotdxica estan los
reportados por Halevas y colaboradores, los cuales fueron sintetizados con 5,7-dihidroxiflavona
como coligando lo cual formaria un sistema parecido al propuesto por nosotros en este proyecto
[38]. Principalmente mostrando buena actividad frente a células del tipo MDA-MB-231
(adenocarcinomas de mama metastasico) [37]. Otro resultado prometedor reciente, que motiva esta
investigacion, es el observado para los complejos homolépticos de Ga(Ill) sintetizados con 3,4,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina donde determinaron que tienen una elevada actividad antitumoral en
osteosarcoma y células madres en dosis del orden de nanomolar [39].

Se encuentra bien establecido que el mecanismo de accion las sales simples de galio se vincula con
la similitud quimica de este i6n con el Fe(III). Si bien no se conoce ninguna funcion natural para el
Ga, el mismo se puede unir a proteinas que transporta, almacenan o utilizan Fe(III). A pesar de las
similitudes entre Ga(Ill) y Fe(IIl), el primero por ejemplo no presenta estado de oxidacion +II
facilmente accesible como el Fe(III). Por eso lo sustituye in vivo interfiriendo en los procesos que
dependen del mismo. El Ga(Ill) se une a la transferrina, con una constante de unidon levemente
menor que el Fe(Ill). Como el Ga(IIl) tiene una solubilidad mayor que el Fe(III) con el primero es
posible alcanzar concentraciones que superen la capacidad de la transferrina de unirlo, permitiendo
la existencia de galato en plasma dependiendo la concentracion lograda con la administracion del
compuesto. El Ga(IIl) que se une a la transferrina ingresa a la célula unidos a esta. En particular se
reconoce a la union de Ga(Ill) a la ribonucledtido reductasa un blanco principal de accion del
Ga(III), lo que finalmente produce la apoptosis [25].

La 1,10-fenantrolina (phen) es un “viejo ligando” ampliamente utilizado en quimica de
coordinacién para la formacién de complejos con diferentes metales, caracteristicos por sus
elevadas constantes de estabilidad termodindmica. Es asi que existen reportados miles de complejos
metalicos conteniendo phen, estudiados para diversos fines [40]. En las ultimas décadas surge un
nuevo uso para este ligando, y sus derivados, los complejos con actividad citotoxica. Esta puede
ser debida a la actividad antitumoral de la phen en si, posiblemente relacionada con su capacidad
de intercalar el ADN [41]. También pueden actuar como “transportadores” del metal al interior de
la célula, debido a que las elevadas constantes de formacion de estos complejos permiten que se
encuentren como tal a nivel celular, formando una especie mas lipofilica de bajo peso molecular
[17]. Existen diversas moléculas derivadas de la phen, muchas de las cuales presentan elevada
actividad antitumoral tanto del ligando libre como de sus complejos de coordinacion [2]. En la
siguiente imagen se presentan las moléculas derivadas de phen que se utilizaron en este trabajo:
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1,10-fenantrolina (phen)  4-metil-1,10-fenantrolina (4met-phen) 2,9-metil-1,10-fenantrolina (neo)

2,2’-bipiridina (bipy)

/ N/ \

=N N=—
4,7-difenil-1,10-fenantrolina (bato)  4,7-difenil-2,9-dimetil-1,10-fenantrolina (batoneo) 4,4-dimetil-2,2’-bipiridina (dmb)

Figura 1.0.2. Esquema de los ligandos diiminicos (NN) usados en el trabajo.

En nuestro grupo de investigacion se trabaja intentando maximizar la actividad de la phen y sus
derivados introduciéndolas en complejos con metales que presenten actividad citotdxica, como lo
es el caso del Cu y el Ga. De esta forma se obtiene un grupo farmacoforo que une, de manera
sinérgica, la activad antitumoral de los complejos metalicos, con la que presentan los compuestos
de coordinacion donde se encuentran presentes la phen y sus derivados. Asimismo, se busca
modificar sus propiedades fisicoquimicas y bioquimicas mediante la formacion de complejos
ternarios con diferentes coligandos anidnicos que logren neutralizar la carga de la especie
[Cu(NN)]*" de manera de mejorar las propiedades antes descritas.

Para los complejos de Cu(Il) se escogieron derivados de 4cidos carboxilicos, como es el caso de los
ligandos fenilcarboxilicos (Fig. 1.0.3). El uso de estos ligandos viene dado a partir de resultados
encontrados para estos por Dubler y colaboradores, los cuales lograron obtener complejos ternarios
de la forma [Cu(fenilcarboxilato)(phen)], resultando en complejos ternarios con una alta
estabilidad, la cual fue atribuida a la presencia de un stacking intramolecular entre los anillos
aromaticos presentes en la phen y en los ligandos fenilcarboxilicos [40]. Ademas, se ha reportado
que el acido fenilacético es un compuesto que se usa para el tratamiento de niveles altos de
nitrogeno en pacientes hepaticos, por lo que puede ser usado como farmaco [42]. A partir de estos
antecedentes, se escogieron tres acidos fenilcarboxilicos para usar como ligandos, la Figura 1.0.3
presenta sus esquemas.

OH OH

OH
o)

HO
Acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico (L1)  Acido fenilpropanoico (L2) Acido fenilacético (L3)

Figura 1.0.3. Esquema de los ligandos fenilcarboxilicos usados en el trabajo.
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En el caso de los complejos de Ga(Ill), se escogieron como ligandos a usar los acidos
fenilcarboxilicos previamente mencionados, de manera de poder comparar los resultados obtenidos
para los complejos de Cu(II) con estos ligandos.

Otra serie de ligandos escogida para trabajar con Ga(IIl) fueron los dipéptidos (Fig. 1.0.4). El grupo
de investigacion cuenta una amplia experiencia en la sintesis y caracterizacion de complejos con
estos ligandos y con Cu(ll), de las formas [Cu(dipéptido)] y [Cu(dipéptido)(NN)], obteniendo
complejos heterolépticos que se pueden calificar como potentes agentes citotoxicos [43—52]. Se
busco trasladar esta experiencia a sistemas nuevos como lo son los complejos de Ga(Ill), lo cual
permita ampliar la misma y a su vez explorar nuevos sistemas a partir de moléculas conocidas por
el grupo en cuanto a la forma en la cual se comportan tanto como a nivel quimico y como a nivel
bioldgico.

NH O H
B S
H,N 0 0
‘>7NH 0 OH
5 OH
OH
L-Gly-Val L-Gly-Phe L-Ala-Phe

Figura 1.0.4. Esquema de los dipéptidos usados en el trabajo.

1.2. OBJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION.
1.2.1 Objetivo general.

Desarrollar nuevos compuestos de coordinacion con actividad antitumoral.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar complejos ternarios del tipo: [Cu(coligando)(N-N)] donde N-N=4,7-difenil-1,10-
fenantrolina, 4,7-difenil-2,9-dimetil-1,10-fenantrolina y coligandos anidénicos como acidos
carboxilicos de cadena corta y [Ga(N-N)]X y [Ga(coligando)(N-N)]X donde N-N= 1,10
fenantrolina, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolilna, 4,7-difenil-1,10-fenantrolina, 4,7-difenil-2,9-
dimetil-1,10-fenantrolina y coligandos aniénicos.

b) Caracterizar los nuevos complejos en estado sélido y en solucion acuosa.

c) Conocer propiedades fisicoquimicas de interés bioldgico como la lipofilia.

d) Conocer la constante de union con ADN de los complejos y caracterizar la interaccion.
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e) Conocer la actividad antiproliferativa en cultivos celulares tumorales de compuestos
seleccionados.

1.3. METODOS PARA LA CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS EN ESTADO
SOLIDO Y SOLUCION.

Existen diversas metodologias disponibles para la caracterizacion de complejos de coordinacion. A
continuacion, se describe la utilidad de las técnicas seleccionadas en este trabajo en relacion a los
problemas planteados en la tesis, asi como consideraciones en cuanto a su aplicacion a los sistemas
en estudio.

1.3.1 CARACTERIZACION EN ESTADO SOLIDO DE LOS COMPLEJOS.

Para lograr la caracterizacion de los complejos en esta solido, se hizo uso de diferentes técnicas
espectroscopicas las cuales permitieron obtener diferente informacion de la presencia de los
ligandos en el complejo, y la posible coordinacion de estos al centro metalico.

1.3.1.1. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA CRISTALINA POR DIFRACCION
DE RAYOS X (DRX).

La técnica de determinacion estructural mediante difraccion de rayos X, cuando se obtienen
monocristales adecuados, es la manera que permite conocer con mayor precision la esfera de
coordinacidn, asi como el arreglo tridimensional de los d&tomos que forman el compuesto. Como
los sistemas en estudio pueden dar lugar a diferentes esquemas de coordinacion, se recurrid a esta
técnica siempre que fue posible obtener un monocristal [53,54].

En la base cristalografica CSD, por sus siglas en inglés (Cambridge Structural Database), se
encuentran reportadas 33830 estructuras cristalinas de Cu(Il). De las cuales 17816 estructuras son
de atomos de Cu(Il) pentacoordinados, donde 453 de estas estructuras presentan d&tomos donores
similares a los usados en este trabajo para los complejos heterolépticos de Cu(II) (dos atomos de N,
dos de atomos de O y un atomo de Cl). De las 33830 estructuras de Cu(Il), 2006 son de compuestos
diméricos de Cu(Il), de las cuales 786 estructuras presentan ambos atomos de Cu(Il)
pentacoordinados con atomos donores similares a los usados para los complejos homolépticos (5
atomos de O) [55].

Para compuestos de Ga(IIl) en la base CSD se encuentran 4355 estructuras cristalinas con este
centro metalico. De las cuales 90 estructuras son de atomos de Ga(IIl) hexacoordinados con O como
atomos donores. De las 4355 estructuras cristalinas, 2049 son de especies diméricas de Ga(IlI),
donde solo 8 de éstas presentan ambos centros metalicos hexacoordinados con O como atomos
donores.

Los complejos de Cu(II) obtenidos en este trabajo, como sera discutido mas adelante, presentan un
entorno de coordinacidon pentacoordinado, por lo cual se discutira las posibles distorsiones que
presentan los complejos.
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1.3.1.1.1. Analisis de las distorsiones en centros de Cu(Il) pentacoordinados.

Las geometrias de coordinacion para centros de Cu(Il) pentacoordinados suelen ser intermedios
entre geometrias de piramide de base cuadrada (PBC) y bipiramide trigonal (BPT) ideales. Addison
y colaborades definen el factor T como indice del grado de la distorsion trigonal en este tipo de
sistemas [56].

- e

Figura 1.0.5. Esquema para la determinacion del descriptor T en sistemas pentacoordinados.
Adaptado de Addison y colaboradores [56].

Si se considera un centro metalico M como el representado en la figura 1.0.5, el &ngulo o (D-M-E)
para las geometrias PBC y BPT ideales vale 180° y 120°, respectivamente. En el caso de geometrias
intermedias se define el angulo B (B-M-C) como el angulo basal mayor considerando A como el
atomo donor en posicion axial.

En la gran mayoria de los compuestos con geometria de piramide de base cuadrada el 4tomo central
se encuentra desplazado respecto al plano de los atomos donores ecuatoriales, la distorsion se puede
caracterizar utilizando la diferencia  — a que vale 0° para entornos BPC ideales y 60° para entornos
BPT ideales (Ecuacion 1.1).

=¥ Ec. 1.1
60°

Un valor de 1= 0 indica una geometria PBC ideal y T =1 una BPT ideal [56].
1.3.1.2. ESPECTROSCOPIA INFRRAROJA.

La técnica de espectrofotometria infrarroja (FT-IR) permite obtener informacion de la forma en la
cual coordinan los ligandos al centro metdlico a partir de los corrimientos observados. A
continuacion, se realiza un analisis de los modos vibracionales caracteristicos de los grupos
presentes en los compuestos estudiados, y un andlisis de su comportamiento frente a la
coordinacion.
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1.3.1.2.1. Coordinacion de grupo carboxilato.

El grupo carboxilato en sales inorganicas presenta dos bandas caracteristicas que corresponden al
estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-O, v(COO")as y v(COO")s. Estas bandas aparecen
alrededor de 1550 y 1400 cm™!, respectivamente [57,58].

Los posibles modos de coordinacion del grupo carboxilato se presentan en la figura 1.0.6. Para
discriminar entre las formas de coordinacion del grupo carboxilato, se usa la diferencia de
frecuencia entre las bandas del estiramiento simétrico y asimétrico. Cuando se encuentra
coordinado de forma monodentada se observa una diferencia entre 200 y 300 cm™’. Cuando la
coordinacion es bidentada, la diferencia de las frecuencias se encuentra entre 50 y 100 cm™. Si el
carboxilato actiia como puente entre dos centros metalicos la diferencia de las frecuencias es mayor
a la obtenida para compuestos bidentados, entre un rango de 100 y 200 cm™! [57-59].

a) O---M b) 0 c) O---M
7~ Pt -
R—C R—C: ‘M R—C
\\ \\ /»' \x
O o} 0--M

Figura 1.0.6. Modos de coordinacion del grupo carboxilato, a) monodentado, b) bidentado y ¢)
puente.

Si el carboxilato se protona se forma el acido carboxilico correspondiente por lo que aparece
también una banda correspondiente al estiramiento del enlace O-H entre 3500 y 2500 cm™'. Sin
embargo, en las estructuras que contienen moléculas de agua esta banda no puede ser utilizada para
determinar si este grupo se encuentra protonado o no por solapamiento con la banda
correspondiente a los estiramientos de los enlaces O-H del agua [57,60].

1.3.1.2.2. Coordinacion del grupo nitrato.

El grupo nitrato puede estar presente como ion libre o de forma coordinada como se muestra en la
Figura 1.0.7. El nitrato en su forma idnica presenta una fuerte banda alrededor de 1745 cm™ [61].
Los modos de coordinacion del grupo nitrato vienen dados por combinacion de frecuencias,
producida por tres bandas vibracionales. La forma monodentada exhibe dos bandas alrededor de
1420y 1305 cm™! correspondientes a la vibracion simétrica y asimétrica de NO2, y una tercera banda
alrededor de 1008 cm™! correspondiente al enlace N-O. Mientras que la forma bidentada presenta
dos bandas alrededor de 1476 y 1290 cm™' correspondientes a la vibracion simétrica y asimétrica de
NO», y una tercera banda alrededor de 1025 cm™! correspondiente al enlace N-O [57,62,63]. Para la
coordinacion en forma de puente, se presentan dos bandas alrededor de 1780y 1760 cm™ [61].
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a) b) 0. 0 O---
~ O— N TN O— N ~ M
W \p.-M \
o 0~ 0---M
Figura 1.0.7. Modos de coordinacion del grupo nitrato, a) monodentado, b) bidentado y ¢)
puente.
1.3.1.2.3. Coordinacion de piridina, bipiridina y derivados.

Para este tipo de ligandos es relevante el estudio de las bandas correspondientes a los estiramientos
de los enlaces cercanos al &tomo donor en la coordinacion. Las bandas asignadas a estiramientos
C-Ny C-C de sistemas aromaticos en el ligando libre aparecen en torno a 1400-1600 cm™', mientras
que el efecto de la coordinacion provoca un corrimiento hacia menores frecuencias de onda
apareciendo en torno a 1400-1500 cm™ [57].

Por otra parte, las absorciones asignadas a flexiones de los enlaces C-H del sistema aromatico,
sufren pequefios corrimientos y aparecen en el rango 840-730 cm™! tanto para el ligando libre como
para el ligando coordinado [47,51,57,64,65].

Mediante el método de intercambio isotopico se estudid numerosos sistemas de cobre(Il) con
ligandos derivados de piridina observandose que las vibraciones v(Cu-N) se encuentran en torno a
180-290 cm™! . Sin embargo, para ligandos de mayor peso molecular, esta banda puede aparecer a
mayores nimeros de onda, 400-500 cm™!, como en el caso del complejo [Cu(terpy)(SO4)(H20)]
estudiado por DFT [51,57,64]

1.3.1.3. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA
(EPR).

La técnica de EPR es una técnica 1til en el estudio del entorno de especies que poseen electrones
desapareados, tanto como iones de metales de transicion, radicales libres y estados electronicos
excitados. En el campo de la quimica inorgéanica esta técnica toma importancia en el entendimiento
de la estructura electronica de complejos metalicos [63].

Un uso comun de esta técnica es el estudio de especies que contienen el ion Cu(Il) (configuracion
electronica 3d°, estado de espin electronico S = % y espin nuclear 1 = 3/2), el cual presenta un
amplio rango de posibilidades en cuanto a la estereoquimica, como se discuti6 en la seccion 1.3.1
[66]. Las caracteristicas del espectro (niimero de lineas e intensidad relativa) de cobre(Il) depende
de la simetria y energia del campo de los ligandos alrededor del ion, asi como también de las
orientaciones de las moléculas cercanas en la red cristalina. Por lo tanto, la forma del espectro
quedara determinada tanto por la geometria de la esfera de coordinacién como por las caracteristicas
de los ligandos coordinados, principalmente los atomos donores [67,68]. Asimismo, el régimen de
movimiento de las moléculas influencia el espectro, por lo que su analisis conlleva diferentes
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consideraciones para muestras en estado solido y soluciones congeladas de los compuestos en
comparacion con estudios en solucion.

1.3.1.3.1. EPR de complejos de Cu(II) en estado solido.

En muestras bajo la forma de polvo policristalino, dependiendo de la cercania de los centros de
cobre en la red cristalina, ocurren frecuentemente efectos de intercambio electrénico entre los
centros metalicos que causan el ensanchamiento de las sefiales ocultando de forma parcial o total
la estructura hiperfina.

Los espectros de EPR de complejos monoméricos de Cu(Il) se pueden distinguir de los diméricos
por el perfil del espectro. En el caso de complejos de Cu(Il) con geometrias cuadrada o piramide
de base cuadrada presentan un espectro como el de la Figura 1.0.8, para el cual se observan dos
valores de g.
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Figura 1.0.8. Espectro con simetria axial de complejos de Cu(Il) con geometria cuadrada o
piramide de base cuadrada, adaptada de Garribba y colaboradores [66].

Para complejos pentacoordinados de Cu(Il) existen dos alternativas posibles de geometria: pirdmide
de base cuadrada (SBP) y bipirdmide trigonal (TBP). La espectroscopia EPR puede diferenciar
entre estas dos situaciones. Para complejos con geometria TBP se obtiene un espectro con simetria
axial como el mostrado en la Figura 1.0.9 con dos valores distintos de g, donde el estado
fundamental es d,* debido a la disposicion pentacoordinada apuntada hacia una geometria TBP que
presentan los atomos de Cu(Il).
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Intensidad (U.A.)
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Figura 1.0.9. Espectro con simetria axial de complejos de Cu(Il) con geometria TBP, adaptada de
Garribba y colaboradores [66].

Otro espectro para complejos pentacoordinados de Cu(Il) que se puede obtener es el mostrado en
la Figura 1.1.0 para el complejo [Cu(phen)>(H20)](NOs3)2 [66], el cual se caracteriza por la presencia
de tres valores de g. Esto sugiere que el estado fundamental es una combinacion de los orbitales d,
y d«’y%. Los espectros con tres valores de g son indicativos de iones de Cu(Il) pentacoordinados
con una geometria intermedia entre TBP y SBP.
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Figura 1.1.0. Espectro con simetria axial para complejo de Cu(Il) con geometria intermediaria
TBP, adaptada de Garribba y colaboradores.

En la Figura 1.1.1 se presenta un espectro de EPR en estado sdlido tipico de especies diméricas de
Cu(II) en los cuales se observan intercambio antiferromagnético. Estos espectros son caracteristicos
de complejos de cobres con acetatos y carboxilatos [69]. En los espectros de compuestos diméricos
de Cu(ll) se observa con bastante frecuencia, mas alla de las transiciones dentro del triplete,
transiciones correspondientes a especies simples S = 5. La intensidad de las sefiales en estos
espectros esta asociadas a impurezas "mononucleares" que pueden originarse en sitios defectuosos
en la red [70]. Asimismo, se ha observado que este tipo de espectros se observan para distancias
entre los atomos de Cu(Il) iguales o mayores a 3 A [71].
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Intensidad (U.A.)
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Figura 1.1.1. Espectro para complejos diméricos de Cu(Il) diméricos, adaptada de Gatteschi [70].

En muchos casos no se pueden distinguir las situaciones previamente descritas debido a la presencia
del acoplamiento isotropico, que es el factor mas importante en la disminucion de la informacion
estructural observable en los espectros de EPR En muestras bajo la forma de polvo policristalino,
dependiendo de la cercania de los centros de cobre en la red cristalina, ocurren frecuentemente
efectos de intercambio electronico entre los centros metalicos que causan el ensanchamiento de las
sefales ocultando de forma parcial o total la estructura hiperfina [69]. Esta situaciéon genera
espectros de tipo isotropico (Fig. 1.1.2) [67].
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Figura 1.1.2. Espectro isotropico de complejos de Cu(Il) en polvo cristalino, adaptada de
Hathaway y colaboradores [67].
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1.3.2 CARACTERIZACION EN SOLUCION DE LOS COMPLEJOS.

Tanto los complejos de Cu(Il) como los de Ga(III) son Iabiles y por lo tanto pueden intercambiar
rapidamente sus ligandos en diferentes condiciones. Por lo tanto, un acercamiento a las especies
mayoritarias en solucion tiene relevancia para un posterior analisis de los comportamientos
observados en los estudios a nivel bioldgico, donde los complejos se encuentran en solucion. A
continuacion, se presentan las técnicas seleccionadas para estos estudios.

1.3.2.1. ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA.
1.3.2.1.1. Espectros en la region visible de complejos de Cu(II).

A partir de 1970 se han realizado relaciones empiricas que permiten obtener informacion estructural
en solucion acuosa de los espectros de complejos de cobre(Il). Esta correlacion consiste en el
estudio de los espectros en solucion acuosa de un nimero grande de compuestos de cobre(Il), la
cual considera que el desdoblamiento del campo cristalino para un complejo octaédrico con donores
diferentes es un promedio ponderado del desdoblamiento causado por los complejos octaédricos de
cada donor, de acuerdo a la regla del campo promedio. A partir de esta premisa introducida por
Billo (década de 1970) fue seguida por Sigel y Martin (década de 1980), quienes introdujeron al
estudio un mayor niumero de compuestos y propusieron una ecuacion para determinar la longitud
de onda del maximo de absorbancia para los complejos de cobre(Il). Finalmente, a finales de 1990
y principios del 2000 Prenesti y colaborades, realizaron un estudio extenso considerando la
estabilidad de los compuestos formados, una estimacion del error del modelo y una aproximacion
del aporte de los ligandos en posiciones axiales, asi adaptando la ecuacidén propuesta por Sigel y
Marin a este nuevo modelo [72—75]. La Ecuacion 1.2, fue usada para analizar el entorno de
coordinacién de los complejos de cobre(1I).

3

Amax = 222)117 Ec. 1.2
Tabla 1.0.1. Coeficientes vi para la estimacion de Améx en complejos de Cu(II).
Atomo donor Vi
N piridinico (npy) 0,427
N aminico (na) 0,450
O carboxilico (oc) 0,353
O agua (ow) 0,296

En la tabla 1.0.1 se muestra los valores de v; determinados por Prenesti y colabores, para los tipos
de atomo donor presentes en los ligandos utilizados en este trabajo. Para los célculos se aproximara
correspondiente al nitrogeno piridinico utilizando el valor para el tipo diiminico [74].

Otra caracteristica cuyo analisis resulta util en la caracterizacion de los sistemas diméricos, es la
presencia de una banda entre 350 y 450 nm (Fig. 1.1.3 negro) causada a partir de una transferencia
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de carga ligando-metal que se da a partir del orbital px del oxigeno presente en el ligando en el
plano xy de CuOs4 al orbital dy>.y* del metal [76-79]. La presencia de esta banda permite confirmar
la presencia de puentes carboxilatos en solucion y que los complejos de Cu(Il) se mantenga en
forma dimérica en solucion.

1.3.2.1.2. Espectros en la region UV de complejos de Cu(II).

También se ha observado para complejos de Cu(Il) con ligandos que presentan anillos aromaticos
la presencia de una banda en la regiéon UV entre 240 y 350 nm (Fig. 1.1.3 rojo) ocasionada por
interacciones 7 entre los anillos aromaticos [76,80—82]. En estos sistemas de complejos de Cu(II),
son estabilizados por un sistema 7 deslocalizado. Los orbitales px del ligando forman enlaces 7 con
el orbital dxy del metal produciendo asi un sistema de puentes , caracteristico de todas las moléculas
binucleares de cobre(Il) con anillos aromaticos [76].

Absorbancia

Y

350
Longitud de onda (nm)

Figura 1.1.3. Espectro electronico para complejo de Cu(Il) con puentes carboxilatos [76].

1.3.2.2 CONDUCTIVIDAD.

T T 1
250 300 400 450

Se estudid la conductividad de los complejos sintetizados, el valor de esta dependera del nimero
de iones presentes en solucion por unidad de volumen [83]. Los resultados obtenidos a partir de
este estudio permiten solamente determinar la presencia de especies cargadas en solucion, pero no
la identidad de estas. Sin embargo, el complemento de esta técnica con las otras técnicas usadas
para el estudio en solucion de los complejos, permitidé confirmar cuales son las especies presentes
solucion para cada uno de los complejos de cobre(Il) y de galio(III).

La conductividad molar a una concentracion dada y a una temperatura dada de una solucion de un
electrolito con determinado nimero de iones caerd dentro de un rango predecible y cualquier
especie cuya Am caiga dentro dicho rango, puede concluirse que tendra ese mismo numero de iones.
En la siguiente tabla se presentan dichos rangos, determinados experimentalmente a una
concentracion de 1 mM y 25 °C [83,84].
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Tabla 1.0.2. Rango de conductividad molar y de numero de iones correspondientes a especies en
solucion acuosa.
N° de iones Awn (Scm? mol™)

2 118-131
3 235-273
4 408-435
5 -560

Para estudios de conductividad en DMSO, Geary y colaboradores estudiaron especies que se
disocian en dos iones en solucion como es el caso de sales de sulfato y tiocianato, encontrando
rangos para estas especies de 23 a 70 Scm? mol™! [85,86]. También encontraron valores por encima
de 109 Scm? mol™! para especies que presentan 4 iones o mas en solucion, en este caso complejos
de lantanidos de la forma [Ln(DMSO),(NO3)s], (n = 3,4; Ln = La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd, Y, Ho, Yb)
[86].

1.3.2.3 EPR EN SOLUCION DE COMPLEJOS DE Cu(Il).

Asi como se describio en estado sélido, el EPR en solucién también es sensible ante diferentes
conformaciones estructurales de los complejos de Cu(Il). Esta técnica nos permite detectar la
presencia de diferentes especies en solucion.Para los complejos monoméricos o donde no se
observa presencia de mas de una especie de Cu(Il) en solucion, los espectros presentan una simetria

axial con resolucion de las lineas asociadas a la interaccion hiperfina, como se presenta en la Figura
1.1.4.

Intensidad (U.A.)
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Figura 1.1.4. Espectro EPR en solucion congelada con simetria axial de complejos monoméricos
de Cu(II).

En la Figura 1.1.5, se presenta un espectro de EPR tipico para la presencia de dos especies de Cu(II)
con esferas de coordinacion diferentes coexistiendo en solucién [87].
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Intensidad (U.A.)
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Figura 1.1.5. Espectro en solucion congelada de complejos con la presencia de dos especies de
Cu(Il) [71,87].

El EPR puede ayudar a caracterizar el comportamiento en solucién de complejos de Cu(Il) que en
estado solido se observan como diméricos, pero en solucidn su especie cambia a monomérica. Esto
se ha observado para complejos de Cu(Il) con actividad citotdxica, como es el caso del complejo
con quinolona, el cual en estado so6lido el espectro EPR coincide para especies diméricas y en
solucion congelada el espectro cambia para especies monomérica en agua [88].

1.3.2.4. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

La resonancia magnética nuclear (RMN) constituye una técnica con un amplio y reconocido
espectro de aplicaciones en el campo del analisis estructural. La constante de blindaje de RMN (o)
para cualquier atomo se puede dividir formalmente en contribuciones diamagnéticas (cq) y
paramagnéticas (cp). Esta particion no es unica, pero proporciona una imagen intuitiva del
mecanismo de proteccion. La contribucion diamagnética refleja la densidad electrdnica total del
estado fundamental alrededor del atomo espectador de RMN vy es relativamente invariable al
cambio en su entorno quimico. Por el contrario, la contribucién paramagnética se origina en los
acoplamientos entre los orbitales moleculares (OM) frontera ocupados y vacantes en presencia de
un campo magnético y proporciona informacion quimica importante sobre la estructura electronica
molecular y los enlaces [89,90].

Para los complejos de Ga(IIl) se evalu6 la coordinacion en solucion a partir de los espectros 'H-
RMN. La coordinaciéon de los ligandos con el centro metalico causa cambios estructurales en el
mismo que se pueden identificar a partir del espectro RMN del complejo, las sefiales presentes en
el ligando al coordinar al centro metalico sufriran un desplazamiento ocasionado por la interaccién
de los orbitales del ligando y el metal.

En complejos de Ga(III) con ligandos con grupos carboxilatos como el que se muestra en la Figura
1.1.6 de formula [Ga(CH2(CO2Me),)3]-3[GaCls]” observan desplazamientos de los protones (6H)
entre los espectros de los ligandos libres y de los ligandos en su forma coordinada entre £0,08 y
+0,40 ppm [91]. Rangos similares también fueron observados en los complejos homolépticos
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sintetizados por Gomez-Ruiz y colaboradores en complejos de Ga(Ill) con ligandos

metoxifenilacéticos [92].
Ga4 =
Ga3

Figura 1.1.6. Diagrama ORTEP de 50% de probabilidad del complejo
[Ga(CH2(CO2Me)»)3]-3[GaCls] reportado por Novikov y colaboradores [91].

Para complejos con fenantrolina, Papaefstathiou y colabores obtuvieron el siguiente
[Gax(OH)2(phen)4](NO3)4-4,5MeOH donde para los protones de la fenantrolina, H(2,9), H(3,8),
H(4,7) y H(5,6), en la forma coordinada encontraron valores de dH de 8,90, 7,71, 8,74, y 8,25 ppm
los cuales aparecen en el ligando libre con 6H de 9,17, 7,65, 8,47, y 7,81 ppm respectivamente.
Para este estudio concluyeron que cada &tomo de Ga(Ill) presentaba en solucion dos moléculas de
fenantrolina, las cuales eran magnéticamente equivalentes entre si, debido a que no hubo variacion
en las integraciones de las sefiales de los protones [34].

1.4. ESTUDIOS DE INTERES BIOLOGICO.
1.4.1 Lipofilia.

La lipofilia es un parametro importante en el descubrimiento y disefio de nuevos farmacos, porque
constituye la propiedad fisicoquimica més informativa en la quimica medicinal. La lipofilia
contribuye a su solubilidad y permeabilidad a través de membranas; afectando su metabolismo y
farmacocinética; y también afectando su perfil farmacodinamico y toxicoldgico [93]. Por esto, en
el disefio de potenciales fdrmacos es importante lograr un balance entre la hidrofobicidad y la
hidrofilicidad del mismo para que se permita el acceso y la unién al sitio de accion de este. [93—
96].
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Para el estudio de la lipofilia se us6 un método adaptado [96,97] del modelo usado con mayor
frecuencia para evaluar la lipofilia de un compuesto, como lo es el coeficiente de reparto entre dos
fases liquidas inmiscibles de distinta polaridad. La combinacion de solventes utilizada es agua y n-
octanol, donde la lipofilia se mide como el coeficiente de reparto (P) entre estas fases. La expresion
del coeficiente de reparto en funcién de la concentracion de complejo en cada se muestra en la
Ecuacion 1.3.

P =Coctanol/ Cagua Ec. 1.3
1.4.2 ADN como blanco de accion de compuestos antitumorales y métodos de estudio.

El ADN es un biopolimero formado por asociacion de dos cadenas polinucleotidicas
complementarias en una doble hélice antiparalela. Como consecuencia del enrollamiento de la
doble hélice, debido a la asimetria de los nucleotidos, se forman hendiduras o surcos de diferente
tamafo, que se repiten en cada giro completo. La conformacion tridimensional adoptada depende
de la accidon cooperativa de los enlaces de hidrogeno entre pares de bases complementarios, el
apilamiento © entre las bases y la repulsion electrostatica entre las cadenas externas de azucar-
fosfato cargadas negativamente [98]. Existen varias formas polimorficas del ADN, las cuales se
pueden observar en la Figura 1.1.7.

A-ADN B-ADN Z-ADN

Figura 1.1.7. Figura cristalina de las principales conformaciones estructurales del ADN [99].

La forma B es la mas frecuente en solucion acuosa y medios bioldgicos. Las uniones de forma no
covalente por las cuales los complejos se unen al ADN pueden incluir intercalacion, insercion,
unién por los surcos o coordinacion por los grupos fosfatos presentes en el ADN. En todas estas
posibilidades de interaccion influyen factores de carga y geometria de los complejos, que pueden
causar cambios conformacionales en el ADN, donde este cambie su conformacion de la forma B a
las Z o C [99].

38



Capitulo 1 - Introduccion

La flexibilidad del ADN se presta a la formacion de muchas conformaciones alternativas generadas
bajo la influencia de solventes y pequefias moléculas. La conformacion A es la forma deshidratada
de la B y tiene una forma similar pero mas rigida y compactada que consta de 11 pares de bases por
vuelta helicoidal con un ascenso axial de 2,55 A entre pares de bases (Fig. 1.1.7). La conformacion
Z se forma durante el proceso de transcripcion in vivo debido a las tensiones torsionales generadas
como el superenrollamiento que es causado por la ARN polimerasa que se mueve a lo largo de la
secuencia del ADN. Hay una diferencia radical entre las conformaciones Zy B cuando el sentido
helicoidal cambia de diestro a zurdo; este cambio conformacional se debe a la alternancia de sin-y
anti-conformaciones de bases puricas y pirimidinicas, respectivamente. Estructuralmente, la
conformacion Z es alargada y estrecha con un diametro de 18 A y se compone de una sola ranura
estrecha andloga a la del surco menor de la conformacion B resultando en una disposicion en zigzag
de la columna vertebral [100,101].

1.4.2.1. Interaccion de complejos con ADN.

El ADN es una de las principales moléculas que puede servir como blanco para posibles
metalofAirmacos antitumorales. Las interacciones de los complejos metalicos con el ADN han sido
de gran interés durante mucho tiempo. El descubrimiento de la actividad antitumoral de cis-
[PtCl2(NH3):2] (Cisplatino) a finales de 1960 y la posterior investigacion de sus propiedades de
unién al ADN han dado como resultado uno de los ejemplos mas conocidos de interacciones
complejo-ADN [102]

La formacion del aducto complejo-ADN puede ocurrir mediante uniones de tipo covalente y no
covalentes, incluyendo interacciones de esfera interna o externa, coordinacién del metal con las
bases del ADN, interacciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas, enlaces de hidrogeno e
intercalacion [99,103]. Las interacciones de tipo covalente incluyen la coordinacion del metal a las
bases nitrogenadas del ADN o a los atomos de oxigeno externos del esqueleto azucar-fosfato como
consecuencia de un ataque nucleofilico de la biomolécula al centro metalico del complejo, causando
sustitucion de algunos de los ligandos u ocupacion de posiciones libres en la esfera de coordinacion
[102]. Las interacciones no coordinativas dependen de la forma del ADN vy las caracteristicas
estructurales del complejo, que son las que determinaran el reconocimiento molecular en funcién
de las interacciones intermoleculares potenciales [104,105].

La unién de tipo covalente es la forma mas comun de interaccion de metalofarmacos con el ADN.
El Cisplatino es la molécula que se une de forma covalente al ADN clinicamente mas exitosa,
también es capaz de interaccionar con una amplia gama de otras biomoléculas [104]. El aducto
Cisplatino-ADN fue caracterizado estructuralmente a partir difraccion de rayos X en 1995 por el
grupo de Lippard (Fig. 1.1.8). En esta estructura, se observa que el ADN sufre un alto grado de
distorsion. De hecho, el nivel distorsion es tan fuerte que la estructura del ADN cambia de la
conformacion B a la conformacion A [105,106].
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Figura 1.1.8. Simulacion de la estructura cristalina del aducto Cisplatino-ADN [105].

La unién no covalente de moléculas pequenas al ADN incluye intercalacion entre pares de bases
adyacentes, union de surcos menores y mayores € interacciones electrostaticas con el esqueleto
azucar-fosfato [107].

La intercalacion es un modo de unién al ADN que ha sido extensamente estudiado en los ultimos
anos (Fig. 1.1.9). Este modo de union se observa en complejos que contienen ligandos aromaticos
heterociclicos que pueden insertarse entre los pares de bases del ADN [106]. Dicha insercion es
estabilizada por interacciones de tipo m-m entre los pares de bases y los anillos aromaticos de los
ligandos ciclicos [105].
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Figura 1.1.9. Simulacion de la estructura cristalina de la intercalacion al ADN del complejo
[Pt(phen)(en)]*"[105].

Las moléculas que se unen por los surcos del ADN exhiben caracteristicas esenciales que les
permiten interactuar con este, como lo son una estructura que presentan moléculas aromaticas que
encajan en el surco menor del ADN y que tiene grupos donores y aceptores de electrones capaces
de formar enlaces de hidrogeno [107]. Las fuerzas que predominan la union de pequetias moléculas
por los surcos menores del ADN son electrostaticas, de Van der Walls, hidrofobicas y enlaces de
hidrogeno [108]. A diferencia de los intercaladores, las moléculas que se unen al surco inducen
poco o ningln reordenamiento estructural de la hélice del ADN [109].

1.4.2.2 Determinacion de la constante de union.

Una de las técnicas usadas para el estudio de interaccion de los complejos con el ADN, es la
determinacion de la constante de union (Kp) al ADN a partir del uso de la espectroscopia
electronica. Esta técnica se basa en el monitoreo del cambio del espectro UV-visible del complejo
o del ADN causado por la interaccion entre ellos [107].

Los complejos metalicos que se unen al ADN por intercalacion usualmente causan un efecto de
hipocromismo y batocromismo [110,111] mientras que el efecto de hipercromismo [109,112] se
asocia para aquellos complejos que su interaccion es de tipo electrostatica, enlaces de hidrogeno o
por unioén a los surcos de las hélices del ADN [107].

El estudio del grado de union de una molécula con el ADN se puede realizar mediante la
determinacion espectrofotométrica de la constante de union aparente basada en el modelo de
Benesi-Hildebrand para sistemas con estequiometria 1:1 con uniones no covalentes [103,109]. El
espectro UV-visible del ADN presenta una banda en la regiéon UV (200 — 350 nm) con un maximo
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de absorcion a 260 nm. Esta técnica permite determinar la concentracién molar del ADN a medida
que se aumenta la concentracion de la molécula que interacciona con el mismo, a partir del valor
de absorbancia registrado a 260 nm [103].

Para el sistema ADN-complejo se describe a continuacion el modelo y suposiciones para la
determinacion de la constante de union intrinseca adaptado de Schmechel y colaboradores [113].

Se definen las cantidades: Cy, Cry Czcomo concentracion total de acido nucleico en pares de bases,
concentracion de complejo libre y concentracion de complejo unido. La concentracion total de
complejo (Cr) es entonces la suma de las concentraciones Cry Cy. El cociente entre la concentracion
de complejo unido sobre la concentracion total de acido nucleico se denomina 7.

Suponiendo que existe un sitio potencial de union por par de bases y que el efecto de exclusion de
los vecinos [114] desaparece cuando 7 tiende a cero, se puede escribir la expresion de la constante
de equilibrio K(0) para la reaccion: ADN + complejo — ADN-complejo (Ecuacién 1.4)

K(0)=1lim (=2) Ec. 1.4

r >0 \CNCF
K(0) corresponde entonces a la constante de union intrinseca de un sitio de unién aislado.

Sustituyendo Cg por el producto rCY, la ecuacién anterior se modifica a:

K(0)=1lim (=) Ec. 1.5

r -0 \CF

De esta forma se puede definir K(r):

Cp T

[(cg-cB)cF] = [a-rcrl Ec. 1.6

K(r) =

que cumple con que el limite de K(») con r tendiendo a cero es K(0).

Se definen los coeficientes de extincion molar €y €5 como los correspondientes a la forma libre y
unida del complejo, respectivamente. La absorbancia de una mezcla de complejo libre y unido en
distintas relaciones se obtiene a partir de forma espectrofotométrica, como se menciond
previamente. Si €4, €s la absortividad molar de la mezcla, determinada como el cociente de la

absorbancia por la concentracion total de complejo (Cr), se obtiene la relacion:
A: EFCF+ 63 CB EC. 17

que combinando con la definicion de la absortividad molar aparente se llega a la expresion

Cy = Cr(€ap=€r) Ec. 1.8

(ep—€F)

42



Capitulo 1 - Introduccion

sustituyendo estos valores en Ec. 1.6 y aproximando Cy — Cg = CJ — Cy para valores de Cy
altos, la ecuacion resultante es:

1 1 41
(€ap—€F) (eg—€p)(Cy —Cr)K(r) = (ep—€F)

Ec. 1.9

La constante intrinseca se calcula del cociente de la ordenada de origen con la pendiente de la
grafica de (€, — €)' en funcion de (Cy — Cr) ™' [109].

1.4.2.3 Estudio del modo de interaccion por dicroismo circular.

Otra técnica espectroscopica que brinda informacion sobre la interaccion de pequefias moléculas
con el ADN es el Dicroismo circular (DC). El espectro de dicroismo circular del ADN es altamente
sensible al arreglo tridimensional de las cadenas [115,116]. Estos cambios en el espectro electrénico
del ADN pueden ser usados para confirmar el tipo de interaccion del farmaco con el ADN.

El espectro de dicroismo circular de la forma B del ADN se presenta en la Figura 1.2.0, se
caracteriza por la presencia de una banda positiva en el rango 260-280 nm correspondiente al
apilamiento de las bases y una segunda banda negativa alrededor de 245 nm correspondiente a la
elipticidad del ADN [107,116].

B C Z/\
- +
0

\ /\- \/

220 250 300 220 250 300 220 250 300
Figura 1.2.0. Espectro de dicroismo circular de las formas B, Cy Z del ADN [116,117].

La intercalacion en el ADN causa un incremento en la sefal de las bandas asociadas a la elipticidad
(245nm) y la asociada al apilamiento de bases (280-260 nm), mientras que uniones por los surcos
del ADN ocasiona un aumento de la intensidad de la banda negativa a 245 nm y una disminucion
de la intensidad de la banda positiva a 260 nm [64].

Asimismo, a partir de los estudios de dicroismo circular también se puede evidenciar cambios
conformacionales de las formas del ADN del tipo B — Z y B — A. Para la forma Z, la orientacion
de las bases es opuesta a la observada para la forma B. Como consecuencia, el espectro observa es
el inverso al observado para la forma B, presentando una banda negativa a 290 nm y una positiva a
280 nm. Mientras que la conformacion A del ADN, presenta una forma similar a la de la B, con la
diferencia de la intensidad de las bandas, la banda positiva alrededor de 260 nm es mucho mas
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intensa a la que presenta el espectro de la conformacion B, mientras que la intensidad de la banda
negativa es mucho menor que la observada en la conformacion B [67].

1.4.2.4 Estudio del modo de interaccion por variacion de la viscosidad.

Las mediciones hidrodinamicas se consideran la prueba mas critica de un modelo de union de ADN
en solucion [118].

La viscosidad es un método directo donde las interacciones molécula-ADN son estudiadas en
funcion de los cambios hidrodinamicos inducidos por la molécula al unirse al ADN. El experimento
se basa en introducir concentraciones crecientes de la molécula a una solucién que contiene una
concentracion fija de ADN y observando como se va modificando la velocidad de desplazamiento
del ADN [103].

La viscosidad del ADN depende estrictamente de los cambios de longitud que pueden ocurrir como
consecuencia de una interaccion entre la doble hélice del ADN y una pequefia molécula. Un
complejo metalico intercalado provoca una separacion de los pares de bases, para que se acomode
en la estructura del ADN, lo que lleva a un alargamiento de la hélice del acido nucleico y un
aumento de su viscosidad (Fig. 1.2.1). En el caso de intercalacion parcial y/o no clasica (unién en
los surcos o en el esqueleto de azicar-fosfato), el complejo metélico puede doblar o torcer la doble
hélice del ADN, causando un cambio menos obvio (un aumento o una disminuciéon) o ningin
cambio en la viscosidad del ADN [103,118,119]

La viscosidad relativa para el ADN en presencia o en ausencia de los complejos, se puede
determinar a partir de la siguiente ecuacion:

n = (t-to)/to, Ec. 2.0

donde ¢ es el tiempo de flujo observado para el ADN en presencia de los complejos, y # el tiempo
de flujo del buffer solo. La viscosidad es graficada como (n/no)"? versus la relacion molar
[Complejo/ADN] (teoria de Cohen y Eisenberg), donde np es la viscosidad relativa del ADN en

ausencia de los complejos y n la viscosidad relativa del ADN en presencia de los complejos [118].
204

T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[Complejo/ADN]

Figura 1.2.1. Variacion de la viscosidad relativa del ADN (expresada como (n/no)"*) en presencia
de bromuro de etidio [119].
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1.4.3 Interaccion con modelos de membranas fosfolipidicas.

La membrana celular es el primer medio que debe atravesar un compuesto para ejercer su efecto en
la célula. Existen pocas referencias del estudio de la interaccion de complejos con modelos de
membrana. En la Figura 1.2.2 se presenta un esquema comparativo de la composicion de las
membranas presentes en lineas celulares normales y tumorales.

Linea celular normal Linea celular tumoral

Figura 1.2.2. Composicion de las membranas de las células normales y tumorales [120]. PC:
fosfatidilcolina, PS: fosfatidilserina, PE: fosfatidiletanolamina, SM: esfingomielina, Chol:
colesterol.

Una forma de estudiar la interaccion de moléculas con las membranas celular es observando los
cambios estructurales a los que se induce la membrana en presencia de estas moléculas. Los
cambios en las membranas lipidicas se han asociado a varias patologias, incluidas el cancer entre
ellas. Las células tumorales presentan caracteristicas quimicas, estructurales, metabolicas y
biofisicas que difieren de las que presentan las células normales. El cancer se caracteriza por una
proliferacion celular en la que las células que se dividen rapidamente requieren varias biomoléculas,
incluyendo acidos grasos y membranas lipidicas, para satisfacer sus necesidades [120,121].

Como se menciond previamente, existen pocas referencias de estudios de interaccion de
compuestos de coordinacion con modelos de membrana, sin embargo, en la bibliografia se
encuentran trabajos de interaccion con complejos de Cu(Il) como los son el de Rossos y
colaborades, quienes realizaron estudios de interaccion a partir de simulaciones computacionales
con modelos de membrana, usando el complejo [Cu(2-benzimidazolyl-trea)>](NO3)2 con el lipido
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), donde observaron que debido a las cargas de la
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membrana se daba un impedimento de la penetracion del complejo de Cu(Il) en la misma [122].
Palaniandavar y colaborades, estudiaron el comportamiento de diferentes especies de la forma
[Cu(NN).CI]Cl (donde las diiminas usadas fueron 2,2 -bipiridina, 1,10-fenantrolina, 4-metil-1,10-
fenantrolina, 5-metil-1,10-fenantrolina, 5-nitro-1,10-fenantrolina, 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina,
5,6-dimetil-1,10-fenantrolina, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina y 3,4,7,8-tetrametil-1,10-
fenantrolina), los cuales fueron estudiados en la presencia de soluciones de micelas anidnicas,
cationicas y no idnicas por diferentes métodos espectroscopicos y redox, donde observaron que
estos interactuaban de con mayor fuerza con la micela anionica 1-dodecanosulfonato de sodio
(SDS) y que en presencia de esta se da la coexistencia de las especies [Cu(NN)(H,O)CI]" y
[Cu(NN)(H20)2]*" las cuales se unen por la cabeza negativa de la micela SDS [123].

Para los estudios de interaccion llevado a cabo en este trabajo, se seleccion6 un modelo de
membrana constituido por una mezcla equimolar de los lipidos 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoserina (DPPS) (Fig. 1.2.3). La seleccion de
esta mezcla se baso en utilizar un sistema lo més aproximado posible a la composicion real de las
membranas que recubren a las células tumorales y no tumorales (Fig. 1.2.2), con la cual el grupo
del Dr. Costa-Filho ya ha realizado trabajo de estudios de interaccion de farmacos, como es el caso
de amodiaquina, el cual es usado como antimalarico [124].

\h /

T e
HO—P—0 OH o
ﬂ \_2; \N,/\/O\p/o OJWWWW
/\ §
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoserina (DPPS) 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC)

Figura 1.2.3. Estructura de los lipidos seleccionados para la composicién de la membrana
estudiada.

Distintas técnicas son usadas para el estudio de la interaccion de moléculas con los modelos de
membranas, para el caso de este trabajo se seleccionaron dos técnicas: la calorimetria diferencial
de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) y la espectroscopia de resonancia paramagnética
electronica (EPR, por sus siglas en inglés).
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1.4.3.1. Estudios de interaccion por calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Debido a la complejidad de las membranas bioldgicas y su inestabilidad, el estudio de sus
transiciones de fase no es una tarea facil. Por lo tanto, los lipidos y especialmente las bicapas
fosfolipidicas (que comparten muchas de las propiedades conformacionales y dinamicas de las
membranas naturales) son utilizados como modelo de membranas. Cuando se hidratan, las
fosfatidilcolinas forman espontdineamente bicapas multilaminares. Por lo tanto, estos fosfolipidos
han recibido mucha atencién en términos de sus propiedades fisicas en presencia y ausencia de
moléculas de un posible farmaco [125].

La calorimetria es la unica técnica que mide directamente la termodindmica de las interacciones
que estabilizan las estructuras de las macromoléculas biologicas, permitiendo asi la caracterizacion
del sistema. A partir de esta técnica se estudio de la modificacion del perfil de la transicion de fase
de las membranas lipidicas (Fig. 1.2.4) por la presencia de los complejos metalicos. Los parametros
termodindmicos obtenidos permitieron proponer posibles sitios de union de los complejos en la
membrana lipidica [124].

Cp (kcal/Kmol)

L R L . R R R . TR R )
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Temperatura (°C)

Figura 1.2.4. Termograma tipico de la membrana DPPC/DPPS.

El perfil observado para las membranas se modifica segun el tipo de interaccion que presentan las
pequeftias moléculas con la misma. Una de las modificaciones es la observada con la interaccion de
amodiaquina con este modelo de membrana, donde el perfil obtenido para el dominio amodiaquina-
membrana presento la separacion del perfil en dos picos (Fig. 1.2.5), en este caso se determino que
la presencia de dos picos corresponden a la presencia de dos dominios ricos en cada uno de los
fosfolipidos, y esta diferencia se podia observar debido a la preferencia de la amodiaquina por uno
de los dominios que forman la mezcla de la membrana, donde la temperatura de transiciéon menor
corresponde al dominio rico en DPPC y la de mayor valor al dominio rico en DPPS, el pico
correspondiente a cada uno de los dominios intensifica su intensidad segin la preferencia del
farmaco por cada uno de ellos. En el caso de la amodioquina se observo una intensificacion de la
banda correspondiente al dominio rico en DPPC [124].
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Cp (kcal/Kmol)
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Figura 1.2.5. Termograma del aducto amodiaquina-DPPC/DPPS, adaptada de [124].

1.4.3.2. Estudio de la interaccion con modelos de membranas por EPR.

Esta técnica tiene dos usos primordiales en el estudio de este tipo de interacciones, primeramente
para monitorear la sefial de centro metalico de cobre(Il), o de otros centros metalicos activos en el
EPR, en presencia de las membranas lipidicas, donde se pueden identificar cambios en la esfera de
coordinacién de los complejos ocasionados por la union de los mismos con la membrana. Estos se
pueden evidenciar comparando los espectros de los complejos en solucion a temperatura ambiente,
y luego en presencia de la membrana lipidica.

El segundo uso es el seguimiento de la sefal de los espectros a través del uso de marcadores de
espin, los cuales son sondas magnéticas derivadas de los fosfolipidos. Un marcador de espin es una
molécula organica que presenta en su estructura un radical libre paramagnético estable, pudiendo
ser en principio cualquier especie paramagnética, pero en la practica, las sondas de espin presentan
generalmente un fragmento paramagnético N-O [126].

Existen sondas marcadas en diferentes posiciones de la cadena, como lo son las DOPTC (marcador
de cabeza) y los marcadores de cadena de forma n-PCSL (n pudiendo ser 5, 7, 10, 12, 14 y 16),
siendo usado para este trabajo DOPTC y 14-PCSL. En el uso de marcadores de espin se monitorea
si existen cambios en el espectro del marcador a una temperatura dada lo que refleja un cambio del
ambiente estructural del marcador. Estas modificaciones, en particular, se deben a una mayor o
menor fluidez de la membrana con el fArmaco en comparacion a la membrana en ausencia del
mismo. Este estudio permite obtener informacion del modo de interaccion que se da entre el
farmaco y la membrana, a partir de este estudio se puede observar si el farmaco penetra la membrana
o la interaccion se da por la cabeza de esta [124].

1.5. ACTIVIDAD CITOTOXICA.

En el desarrollo de nuevos agentes antitumorales, uno de los testeos que se realiza, primeramente,
es el estudio en cultivos celulares de lineas tumorales y no tumorales, donde se exponen cultivos
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celulares a diferentes concentraciones de los complejos y se analiza la viabilidad celular en
presencia de estos. Los métodos para estudiar esta viabilidad celular pueden variar de simple a
métodos completos [127].

Los ensayos que miden la actividad metabdlica son adecuados para analizar proliferacion,
viabilidad y citotoxicidad. La reduccion de sales de tetrazolio como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, bromuro de tetrazolio (MTT), 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5- sulfofenil)-2H-
tetrazolio-5-carboxanilida (XTT) y sales de tetrazolio solubles en agua (WST1), a compuestos de
formazan coloreados, ocurre solo en células metabolicamente activas [128]. Este método es
particularmente util cuando un cultivo celular necesita ser monitoreado varias veces para, por
ejemplo, medir la proliferacion celular, ya que este producto no es toxico y, por lo tanto, permite
realizar pruebas repetitivas de una misma preparacion celular [129].

El método de MTT es uno de los mas usados. Este método utiliza un colorimetro para determinar
la viabilidad celular. El reactivo MTT produce bajos valores de absorbancia en ausencia de células.
En el ensayo MTT, la relacion lineal entre células metabolicamente activas y el color producido
esta establecido, lo que permite una cuantificacion precisa de cambios en la tasa de muerte o
proliferacion celular. MTT es el método cominmente aplicado para la evaluacion de la viabilidad
celular y la citotoxicidad para el desarrollo de farmacos [127].

Los experimentos de citotoxicidad generalmente estan disefiados para determinar valores de IC1oy
ICso (es decir, la concentracion que causa el 10 o 50 % de muerte celular, respectivamente), asi
como la concentracion maxima no toxica de un compuesto (es decir, la concentracion mas alta
compatible con la supervivencia celular) [130].

Para el estudio de la actividad citotoxica de los complejos de cobre(Il) se realizaron estudios in
vitro de una serie de células tumorales y no tumorales, usando el ensayo calorimétrico MTT. Para
esto se seleccionaron diferentes lineas celulares tumorales derivadas de tumores en humanos:

- Lineas de cancer de mama, el de mayor incidencia, de MDA-MB-231(correspondientes a
adenocarcinoma de mama metastasico humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama
metastasico humano).

- A549 provenientes de carcinoma humano epitelial de pulmon.

- A278cis provenientes de carcinoma humano de ovario, resistente al cisplatino, lo que
permite evaluar si en este caso existe resistencia cruzada entre los complejos en estudio y
el Cisplatino.

- Lineas celulares no tumorales, MRC-5 (de pulmén) y MCF-10A (de mama).
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2.1 REACTIVOS Y MATERIALES.

Los reactivos fueron utilizados sin previa purificacion. La sal de cobre utilizada para la sintesis de
los complejos fue CuCl2-:2H>O (Merck). Los ligandos usados se obtuvieron de Sigma-Aldrich:
acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico (98%), acido fenilpropanoico (99%), acido fenilacético (99%),
L-Gly-Val (95%), L-Gly-Phe (>97%), L-Ala-Phe (>98%), 2,2’-bipiridina (>99%), 4,4’-dimetil-
2,2’-bipiridina (99%), 1,10-fenantrolina (99%), 4-metil-1,10-fenantrolina (97%), 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolina  (>98%), 4,7-difenil-1,10-fenantrolina (97%) y 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-
fenantrolina (96%). Los solventes organicos: etanol, n-octanol y DMSO también fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich.

2.2 SINTESIS DE LOS COMPLEJOS.

Para la obtencion de los complejos se utilizaron metodologias de sustitucion en solucion acuosa. Se
sintetizaron complejos homolépticos a partir de los ligandos fenilcarboxilicos, acido 3-(4-
hidroxifenil)propanoico, &cido fenilpropanoico, acido fenilacético y heterolépticos a partir de
ligandos diiminicos (NN) como la 1,10-fenantrolina y sus derivados, usando como coligando los
ligandos fenilcarboxilicos. Para los complejos de Ga(IIl) se sintetizaron complejos homolépticos
usando como ligando los 4cidos fenilcarboxilicos y dipéptidos seleccionados.

2.2.1 Sintesis de los complejos homolépticos de Cu(Il).

Se disolvié 0,23 mmol de CuCl>-2H>0O en 5 ml de agua y se mezcld con una solucién de acido
fenilcarboxilico 0,23 mmol en 2 ml de etanol y 8 ml de agua, el color de las tres sintesis se tornd
verde azulado. Se le ajust6 el pH hasta un valor de 6 con NaOH 0,1 M para evitar precipitacion del
hidréxido de Cu(Il), intensificandose el color de la solucion. Se agit6é por 10 minutos, y la solucion
se dejo evaporar a temperatura ambiente. Obteniéndose monocristales para dos de los complejos
sintetizados de formula [Cuz(3-(4-hidroxifenil)propanoato)4(H20)2]-2H20 y [Cux(fenilacetato)s].

Tabla 2.0.1. Complejos homolépticos obtenidos de Cu(Il), foérmulas, peso férmula (PF),
rendimientos obtenidos (R%) y resultados del anélisis elemental.

Codigo Formula propuesta R (%) PF(gmol) %Cy/%C. %HJ/%H.
Cul1*  [Cux(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(H>0),]-2H,O 60 859,82 50,29/50,15 5,16/5,45

Cul2 [ Cux(fenilpropanoato)4(H20),] 65 759,79 56,90/56,80 5,31/5,39
Cul.3* [Cux(fenilacetato)s] 57 667,65 57,57/57,67 4,23/4,57

*Complejos cuya estructura cristalina se determiné por difraccion de rayos X.

2.2.2 Sintesis de los complejos heterolépticos de Cu(II).

Se disolvio 0,23 mmol del ligando diiminico en 2 ml de etanol y 0,23 mmol de CuCl2:2H20 en 5
ml de agua, estas soluciones se mezclaron en agitacion obteniéndose una solucion azul o verde
segun el ligando. La solucién anterior se mezcld con una solucion del 4cido fenilcarboxilico 0,23
mmol en 2 ml de etanol y 8 ml de agua, el color de la primera solucion se torné més oscuro en cada
caso. Se le ajust6 el pH a 7 con NaOH 0,1 M intensificandose el color de la solucion. Se agito por
10 minutos, y la solucion se dejo evaporar a temperatura ambiente (TA) o se filtr6 el precipitado
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(F) segun el caso (se especifica en la tabla 2.0.2 para cada complejo). Obteniéndose monocristales
para 4 de los complejos sintetizados de formula [Cux(3-(4-
hidroxifenil )propanoato)s(phen),]CI- 7H,O-EtOH, [CuCl(fenilpropanoato)(neo)]-0,5H>0,
[CuCl(fenilacetato)(neo)] y [Cu2Cl(fenilpropanoato)(bipy)>(H20)]Cl>-2,5H>0-2,5EtOH.

Tabla 2.0.2. Complejos heterolépticos con formula general de Cu(Il), rendimientos obtenidos (R%)
y el procedimiento para obtencion del so6lido.

Codigo Formula propuesta R (%)  Obtencion
del solido
1P* [Cua(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(phen),|Cl- 7H,O-EtOH 45 TA
2P [CuCl(fenilpropanoato)(phen)]-2EtOH-3H,O 55 F
3P [CuxCl(fenilacetato)(phen).(H,O)]Cl,-2H,O 43 F
4M [CuClI(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(4metil-phen)] 37 TA
M [CuxCl(fenilpropanoato)(4metil-phen),(H.0)]Cl>-1,5H.0 41 F
6M [Cu Cl(fenilacetato)(4metil-phen),(H>0)]Cl,-4,5H,0 45 F
TN [ Cu2Cl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(neo)>(H.0)]Cl,-4H,O 37 F
8N+ [CuCl(fenilpropanoato)(neo)]-0,5H,O 51 TA
IN* [CuCl(fenilacetato)(neo)] 48 TA
10B [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(batho)]-0,5H,O-3EtOH 31 F
11B [Cu(fenilpropanoato)(bato),|Cl-5H,O 29 F
12B [CuxCl(fenilacetato)(bato)>(H.0)]Cl,-6H,O 32 F
13BC [Cu(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(batoneo),]Cl-2,5H,O 27 F
14BC [Cu Cl(fenilpropanoato)(batoneo),(H>O)]Cl,-6H,O 29 F
15BC [Cu.Cl(fenilacetato)(batoneo),(H,O)]Cl, - 6H,O 32 F
16BI [ CuClI(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(bipy)]-4,5H.O-2EtOH 41 TA
17BI* [Cu Cl(fenilpropanoato)(bipy).(H.0)]Cl,-2,5H,0-2,5EtOH 48 TA
18BI [CuCl(fenilacetato)(bipy)]-1,5H,O-3EtOH 42 TA
19D [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(dmb)]-1,5H,0-0,5EtOH 51 TA
20D [CuCl(fenilpropanoato)(dmb).(H,O)]Cl,-1,5H,O-2EtOH 45 TA
21D [CuxCl(fenilacetato)(dmb),(H.0)]Cl,-4H,O-EtOH 37 TA

*Complejos cuya estructura cristalina se determiné por difraccion de rayos X.

Tabla 2.0.3. Peso formula (PF) y resultados de anélisis elemental de los complejos obtenidos.

Cédigo  P. F.(g/mol) %CJ/%C.  %Nd/%N. %H/%H. C/NJ/C/N,

1P* 1190,63 53,46/53,49 4,71/4,71 5,33/5,17 11,4/11,4
2P 564,47 53,19/53,33 4,96/5,03 4,46/4,21 10,7/10,6
3P 783,04 49,08/48,77 7,15/7,09 3,73/3,89 6,9/6,9
4M 458,39 57,60/57,50 6,11/6,12 4,18/4,12 9,4/9,4
SM 798,09 52,67/52,61 7,02/7,09 3,95/3,60 7,5/7,4
6M 870,16 48,72/48,75 6,68/6,58 4,32/4,35 7,3/7,3
TN 905,20 48,61/48,75 6,49/6,20 3,60/3,84 7,9/7,5
8N* 465,43 59,35/59,32 6,02/6,30 4,76/4,85 9,6/9,3
IN* 442,39 59,73/59,32 6,33/6,35 4,33/4,85 9,4/9,3
10B 693,20 67,15/67,57 4,04/4,04 4,90/4,22 16,7/16,6
11B 1003,03 68,15/68,25 5,81/5,59 5,13/5,12 12,2/11,8
12B 1159,48 57,83/58,00 5,12/4,83 4,08/4,60 12,0/11,3
13BC 985,05 84,01/77,40 5,93/5,69 6,37/5,01 13,1/14,2
14BC 1229,62 59,81/59,58 5,10/4,60 4,22/5,16 13,1/11,7
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15BC 1215,59 48,84/59,28 7,85/4,61 4,24/5,06 12,9/6,2
16BI 583,77 47,38/47,34 4,77/4,80 4,60/4,84 9,9/9,9

17BI* 860,60 47,23/47,45 6,54/6,51 4,72/4,04 7,2/7,2
18BI 531,42 53,12/53,06 4,98/4,76 4,32/4,96 10,1/10,0
19D 466,41 53,99/53,87 5,69/5,70 4,92/4,92 9,4/9,4
20D 796,12 50,60/50,62 6,38/6,37 4,60/4,90 7,9/7,9
21D 868,16 47,04/47,20 6,41/6,45 4,88/5,31 7,3/7,3

Los complejos resaltados en color rojo en la Tabla 2.0.3, correspondientes a las diiminas
batofenantrolina y batoneocuproina, a pesar de numerosos intentos de cambios en los métodos de
sintesis y recristalizacion, no se obtuvieron con la pureza adecuada en estado solido para continuar
su caracterizacion.

2.2.3 Sintesis de los complejos de Ga(III) con acidos fenilcarboxilicos.

Para los complejos homolépticos, se disolvieron 0,1 mmol de Ga(NO3)3; en 2 ml de agua y 0,3 mmol
de los acidos fenilcarboxilicos en 5 ml de etanol. Se mezclaron las soluciones, obteniéndose una
solucion incolora. Se le ajustd el pH a 5 con NaOH 0,1 M y se dejaron en agitacion y calentamiento
leve (30 °C aproximadamente) por 15 minutos. Se obtuvieron precipitados blancos en los tres casos.
Se separd por filtracion los solidos y se dejaron secar a temperatura ambiente.

En el caso del complejo heteroléptico, se disolvieron 0,1 mmol de Ga(NO3)3 en 2 ml de aguay 0,3
mmol de los acidos fenilcarboxilicos en 5 ml de etanol. Se mezclaron las soluciones, obteniéndose
una solucion incolora. Se le ajusto el pH a 5 con NaOH 0,1 M. En 2 ml de etanol se disolvié 0,3
mmol de fenantrolina y se agrego6 a la solucion anterior. Se dejaron en agitacion y calentamiento
leve (30 °C aproximadamente) por 15 minutos. Se obtuvo un precipitado blanco. Se separd por
filtracion el solido y se dejo secar a temperatura ambiente.

Tabla 2.0.4. Complejos homolépticos con formula general de Ga(Ill) y rendimientos obtenidos.

Codigo Férmula propuesta R(%)
GalLl [Ga(3-(4hidroxifenil)propanoato)(OH),]-H,O 42
Gal2 [Gax(fenilpropanoato)s(NOs)]-8H.O 38
Gal3 [Ga(fenilacetato)(OH)(NOs)]-H.O-0,25EtOH 45

GaP [Gax(3-(4hidroxifenil)propanoato)s(phen)s](NOs);-5SH,O-3EtOH 32

Tabla 2.0.5. Peso formula (PF) y resultados de andlisis elemental de los complejos obtenidos.

Cédigo PF (g/mol) % Ci/%C. %Nd/%N.  %Hd/%H.
GaLl 286,92 37,67/37,61 - 4,57/4,62
Gal2 1091,40 49,52/49,37 1,28/1,29 5,63/5,10
GalL3 313,41 32,57/32,44 4,47/4,49 3,69/3,62

GaP 1589,86 52,13/52,01 7,93/7,94 5,01/4,13
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2.2.4 Sintesis de los complejos homolépticos de Ga(IIl) con dipéptidos.

Se disolvieron 0,1 mmol de Ga(NOs3)3 en 2 ml de agua y 0,1 mmol los dipéptidos en 4 ml de agua.
Se mezclaron las soluciones, obteniéndose una solucidn incolora. Se le ajusté el pH a 6 con NaOH
0,1 My se dejaron en agitacion y calentamiento leve (30 °C aproximadamente) por 15 minutos. Se
obtuvieron precipitados blancos en los tres casos. Se separd por filtracion el sélido y se dejo secar
a temperatura ambiente.

Tabla 2.0.6. Complejos homolépticos obtenidos de Ga(Ill), férmulas, peso férmula (PF),
rendimientos obtenidos (R%) y resultados del anélisis elemental.

Codigo Formula propuesta R(%) PF(g/mol) %C/%C. %Nd/%N.  %Hd/%H.
Gal [Ga(Gly-Val)2(NOs)]- 18H,O 32 802,38 20,62/20,95 9,19/8,73 4,59/4,78
Ga2 [Ga(Gly-Phe)2(NOs)]-2H20O 28 562,22 46,17/46,69  12,45/12,45  5,36/5,38

Ga3 [Gay(Ala-Phe)>(NOs)2(OH)2]-0,5H0 25 774,98 37,19/36,91  10,84/10,73  4,31/4,69

2.3 CARACTERIZACION.
2.3.1 Caracterizacion en estado sélido.
2.3.1.1 Caracterizacion analitica y espectroscopica.

La caracterizacion analitica de los compuestos se realizo por analisis de elementos livianos (C, H,
Ny S) en un equipo Thermo Flash 2000.

Los estudios de espectroscopia infrarroja se realizaron en pastillas de bromuro de potasio en una
concentracion aproximada de 1% en el rango de 400 a 4000 cm™ con una acumulacién de 20

espectros y una resolucion de 4 cm™ en un equipo Shimadzu IR Prestige 21.

Se realizaron estudios de espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (EPR) a
temperatura ambiente en un equipo JEOL JES-FA200 de banda X perteneciente al Laboratorio de
Biofisica Molecular del Departamento de Fisica de la Facultad de Filosofia, Ciencias y Letras de
Ribeirdo Preto de la Universidad de Sdo Paulo (LBM, USP-RP).

2.3.1.2 Difraccion de Rayos X.

La resolucion de estructura de los complejos se realizo por difraccion de rayos X de monocristal
usando un difractometro Enraf-Nonius FR590 Kappa-CCD utilizando radiacion MoKa
monocromada de grafito (0,71073 A). El software de recoleccion utilizado fue un software Bruker
AXS Collect, y el procesamiento de datos se realizé con el conjunto de programas HKL Denzo-
Scalepack. Las estructuras se resolvieron por métodos directos utilizando el programa SIR-92 y el
modelo definido con SHELXL-2013. Los graficos de la estructura molecular se prepararon
utilizando el programa MERCURY. Las medidas y el refinamiento de las estructuras fueron
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realizadas por el Dr. Javier Ellena en el Laboratorio de Cristalografia del Instituto de Fisica de Sao
Carlos, de la Universidad de Sao Paulo.
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Cédigo CuL1 CuL3 1P 8N 9N 17BI
Féormula empirica C36H44Cu2016 C16H14Cu04 C51H45C1Cu2N4010 C46H42C12Cu2N404 C22H19C1CuN202 C29H33C12Cu2N4O7
Color Azul Azul Azul Verde Verde Azul
Peso formula 859,832 333,81 1036,47 912,81 442,38 747,57
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Triclinico Triclinico Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P1 P2i/c P-1 P-1 P2i/n P-1
a(A) 8,6810(2) 5.17356(6) 12,0229(10) 9,4826(5) 7,5685(3) 7,5056(3)
b(A) 10,6746(3) 26.2143(3) 12,4358(9) 14,5483(7) 16,8575(6) 14,0909(6)
cA) 11,3849(3) 10.20173(12) 16,9684(12) 16,4812(10) 15,3371(6) 16,6157(6)
a(®) 66,930(3) 90 84,683(06) 114,739(5) 90 112,391(4)°
B(® 70,661(2) 97.8378(11) 72,723(7) 96,265(5) 93,039(4) 99,069(3)°
v(®) 71,814(2) 90 68,647(7) 90,151(4) 90 90,468(3)°
Volumen (A3) 895,43(5) 1370.64(3) 2255,91(2) 2049,7(2) 1954,05(13) 1600,00(12)
Z 1 4 4 2 4 2
Densidad calculada (g/cm?) 1,594 1,618 1,541 1,479 1,504 1,552
Coeficiente de absorcién (mm™) 2,130 2,374 2,483 1,218 1,275 1,547
Tamaiio de cristal (mm?) 0,15%0,10%0,10 0,30x0,15x%0,08 0,15%0,23%0,18 0,20x0,16x0,15 0,38x0,13x%0,08 0,22x0,14x0,03
Rango de coleccion en theta 4,347 — 80,066° 3,372 —79,397° 2,977 -31,645 4,918 — 69,074° 5,32 -69,014° 5,386 — 69,07°
Reflecciones colectadas 15912 13429 19933 21105 30052 44532
Reflecciones Independientes 3875 2965 4708 15048 7618 12837
Restricciones/parametros 0/251 0/191 0/619 0/527 0/255 0/409
Bondad de ajuste en F? 1,040 1,027 1,089 1,010 1,056 1,025
fndices R ﬁnales (I>26) R1: 0,0275, WRzZ R]Z 0,0325, WR2: R1: 0,0663, WRzZ R]Z 0,0504, WR2: R]Z 0,0645, WR2: R]Z 0,0360, WR2:
0,0706 0,0835 0,0835 0,1336 0,1663 0,0851
indices R finales (todos los datos) Ri= Ob(zg;géWRz_ Ri= Ob(??)gg’SWRz_ R= Obl,(l)zg;'WRz_ Ri= 0£?§Zészz Ri= Oz)léf(l)z)WRf Ri= Obfg;gasWRf
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2.3.2 Caracterizacion en solucion.
2.3.2.1 Solubilidad de los complejos.

La solubilidad de los compuestos obtenidos se definen cuatro categorias segiin su rango de
solubilidad: muy solubles (MS) para compuestos con solubilidad mayor a 3 mM, solubles (S) para
aquellos cuya solubilidad se encuentra entre 1 y 3 mM, poco solubles (PS) para solubilidades
menores a | mM e insolubles (I) para sélidos muy poco solubles para solubilidades menores a 0,1
mM.

Tabla 2.0.8. Solubilidad de los complejos homolépticos de Cu(Il) en agua y DMSO.
Complejo Agua DMSO

CuLl PS MS
Cul2 PS MS
CulL3 PS MS

Tabla 2.0.9. Solubilidad de los complejos heterolépticos de Cu(Il) en agua y DMSO.

Complejo Agua DMSO

1P S PS
2P MS PS
3P MS PS
4M PS MS
M S S
6M MS PS
TN I MS
&8N MS PS
ON MS PS
10B I PS
11B I PS
12B I S
13BC I PS
14BC I PS
15BC I S
16BI MS PS
17BI MS PS
18BI S PS
19D MS PS
20D MS PS
21D MS PS
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Tabla 2.1.0. Solubilidad de los complejos de Ga(IIl) en agua y DMSO.

Complejo Agua DMSO

GalL1 I S
Gal2 | S
Gal3 I S
GaP | S
Gal MS PS
Ga2 MS PS
Ga3 MS PS

2.3.2.1 Conductividad en solucion.

Se determin6 la conductividad de los complejos con soluciones acuosas o DMSO, segun
solubilidad de los complejos, de 1 mM medidas a temperatura ambiente con un conductimetro
Oakton CON 700. Las soluciones se prepararon en agua destilada y/o DMSO segun la solubilidad
de los complejos.

2.3.2.2 Caracterizacion espectroscopica.

Se registro los espectros electronicos de soluciones de los complejos en cubetas de cuarzo en el
rango de 200 a 900 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific modelo Shimadzu UV-1603.
Las soluciones fueron preparadas en agua destilada y/o DMSO segln la solubilidad de los
complejos, para las soluciones en la regiéon UV (200-400 nm) se prepararon concentraciones de 1
mM y para la region visible (400-900 nm) se hicieron diluciones de aproximadamente 5 mM.

Se realizaron espectros de resonancia paramagnética electronica (EPR) en solucion a
concentraciones de aproximadas a 5 mM en agua o DMSO segun la solubilidad de los complejos,
en un equipo JEOL JES-FA200 de banda X perteneciente al LBM, USP-RP. Los espectros se
registraron a temperatura ambiente y posteriormente estas soluciones se congelaron a temperatura
de nitrogeno liquido, para lograr obtener una mejor informacion de los complejos en solucion.

Los espectros de 'H-RMN de los complejos de Ga(Ill) en un equipo Bruker DPX-400 o Avance
NEO DPX-400 de Facultad de Quimica, UdelaR, a 30°C. Se prepararon soluciones de los
compuestos en DMSO-d6 para los complejos de los acidos fenilcarboxilicos y de los compuestos
con dipéptidos en D>0. Se utilizé un By de 400 MHz para los espectros de 'H. En todos los casos
se utilizo tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

2.4 ESTUDIOS DE INTERES BIOLOGICO.
2.4.1 Lipofilia.

Se determind la lipofilia de los complejos mediante la constante de reparto entre n-octanol y agua,
determinandose espectrofotométricamente la concentracion de los complejos en cada solvente. Se
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utilizé un método adaptado de [96,97]. Para ello se satura octanol con agua y se pone en contacto
0,5 M de este con 0,5 mL de una solucion acuosa de los complejos aprox. 1 mM. El tubo se agita
vigorosamente por inversion 100 veces. Se separan las fases por centrifugacion y se determina el
contenido de complejo en cada fase por espectrometria UV, siguiendo el maximo observado de la
diimina para los complejos heterolépticos y el de los ligandos anidnicos para los homolépticos. En
los casos donde la solubilidad en agua del complejo era demasiado baja, se disolvieron los
complejos en el octanol. El valor de P (coeficiente de reparto) se determind a partir de la Ecuacion
1.3 (Capitulol).

P :Coctanol/cagua Ec. 1.3

2.4.2 Interaccion con ADN.

Se prepar6 una solucién de ADN de timo de ternera (CT-ADN) dejando hidratar el ADN por 12
horas, luego de pasado el tiempo se agitd la solucion. Se realizaron diluciones de diferente
concentracion a partir de dicha soluciéon de ADN. Segln el ensayo a realizar, se determind la
concentracion usando la absorbancia de la banda a 260 nm (expresado en pares de bases €60 =
6600 M cm™). Se corrobord que estuviera suficientemente libre de proteina mediante la
determinacion del cociente A2s0/A2so, obteniéndose un valor entre 1,8 y 1,9.

2.4.2.1 Determinacion de la constante de union mediante espectroscopia electronica.

Se realizaron valoraciones de las soluciones de los complejos en presencia de concentraciones
crecientes de ADN mediante registro de espectros electronicos. Para esto a 500 pL. de una solucion
de complejo entre 10-15 pM en buffer Tris/HCl pH=7,4 SmM/NaCl 50 mM, se le agregaron
alicuotas de 10 puL de una solucion de CT-ADN aproximadamente 2,5 mM y de complejo de
concentracion del doble de la anterior (para mantener asi constante la concentracion de complejo
durante el experimento). Luego de cada agregado se agit6 la celda utilizando un vortex y se registro
un espectro por cada agregado de CT-ADN. De esta manera se obtuvieron espectros con
concentraciones de CT-ADN que varian de 0 a 250 pM sobre una concentracion fija de complejo
de aproximadamente 15 pM obteniéndose relaciones de 0 a 20 mol de pares de bases por mol de
complejo [131].

2.4.2.2 Estudio del modo de interaccion mediante dicroismo circular.

Para estudiar el modo de interaccién de los complejos se registraron espectros de dicroismo
circular (DC) de una solucion de CT-ADN en presencia de concentraciones crecientes de los
complejos. Para ello a 500 pL de una solucion 15 uM de CT-ADN en buffer Na,HPO4/ NaH2PO4
pH=7,4 10 mM se le agregan 10 uL de solucién 2,5 mM de complejo y 20 uM de CT-ADN en
buffer 10mM Na,HPO4/ NaH>PO4 pH=7,4 manteniendo la concentracion de CT-ADN y buffer
fija durante todo el experimento. Los espectros fueron registrados en un equipo JASCO J-815 en
el rango de 210 a 350 nm con una velocidad de barrido de 100 nm/min, un tiempo de respuesta de
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1 s con 4 a 6 acumulaciones para todas las medidas. Estas medidas fueron llevadas a cabo en el
LBM, USP-RP.

2.4.2.3 Estudios del modo de interaccion mediante viscosidad.

Las medidas de viscosidad se realizaron en un viscosimetro de Ostwald mantenido una temperatura
constante de 25,0 £ 0,1 °C en un bafio termostatico.

Se prepararon soluciones de CT-ADN 150 uM y los compuestos por separado en Tris-HCI (10
mM, pH = 7,2) y posteriormente termostatizados a 25 °C. Las soluciones Complejo-CT-ADN (6
ml) se prepararon justo antes de ejecutar cada experimento, a diferentes relaciones molares
([complejo]/[CT-ADN] = 0,125, 0,250, 0,375, 0,500, 0,625 y 0,750). Las soluciones se
equilibraron durante 15 min a 25 °C y luego se registraron 5 tiempos de flujo para cada una de las
relaciones molares.

La viscosidad relativa del ADN en ausencia (1) y presencia (1) de complejos fue calculado como:
(m/Mo) =t — to/tapn — to, donde to y tapn son los tiempos de flujo del tampdn y de la solucion de
CT-ADN solos, respectivamente, mientras que t es el tiempo de flujo de la solucion de CT-ADN
en presencia de los complejos. Los datos se presentan como (1/no)"? en funcién a la relacion
[complejo]/[ADN] [132].

2.4.3 Interaccion con modelos de membranas biologicas.

Para realizar el estudio se prepard una solucion de 2 mg/L de una mezcla de los lipidos 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoserina (DPPS) en
aproximadamente 1 mL de cloroformo y fue secada con N hasta formacion de la membrana, luego
se dejo en desecador por 24 h. Se disolvié la membrana en buffer HEPES 71,4 mM, a esta solucién
se le agregd 50 ul de 2 mg/L (aproximadamente 5 mM) de complejo ayudando a homogenizar con
vortex. La preparacion de la membrana y los estudios llevados a cabo con estas se realizaron en el
LBM, USP-RP.

2.4.3.1 Estudios de interaccion con membranas por medio de calorimetria diferencial de
barrido (DSC).

Los termogramas de cada mezcla de complejo con membrana se obtuvieron usando un equipo
PerkinElmer DSC 4000 en un rango de temperatura de 10 a 70 °C y usando una velocidad de
calentamiento lineal de 10 °C/min.

2.4.3.2 Estudios de interaccion con membranas por medio de espectroscopia paramagnética
electronica (EPR).

La solucion de las membranas DPPC/DPPS en presencia de los complejos se midieron por EPR
en campo correspondiente a la sefial de cobre, para observar si se formaba algiin cambio en la
esfera de coordinacion del cobre con relacion al complejo en solucion, al estar en contacto con la
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membrana. Se hicieron medidas a temperatura ambiente y a la temperatura de transicion mostrada
por la membrana en el experimento de DSC (42 °C).

2.4.3.3 Estudios de interaccion con membranas por medio de espectroscopia paramagnética
electronica (EPR) usando marcadores de espin.

Las mezclas de membranas y membranas usadas para este ensayo fueron: POPC (1-palmitoil-2-
oleil-sn-glicero-3-fosfocolina), POPC/POPG (siendo POPG 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol), POPC/POPS (siendo POPS 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina),
DPPC/DPPS, DPPC/DPPG (siendo DPPG 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol). Se usaron
como marcadores: DOPTC y 14PC. A estas soluciones se le agregd una solucion del complejo 8N
y se midieron por EPR en campo correspondiente a la sefial de los marcadores usados, para
observar si se formaba algiin cambio en la membrana en presencia del complejo. Se hicieron
medidas a temperatura ambiente, y por encima de la temperatura de transicion mostrada por la
membrana en el experimento de DSC (42 °C).

2.5 ACTIVIDAD CITOTOXICA IN VITRO.

Los ensayos de actividad citotoxica se realizaron en cultivos celulares de MDA-MB-
231(adenocarcinoma de mama metastasico humano, triple negativo), MCF-7 (adenocarcinoma de
mama metastasico humano), A549 (carcinoma humano epitelial de pulmoén) y lineas celulares
normales, MRC-5 (de pulmoén) y MCF-10A (de mama) usando el ensayo calorimétrico MTT. Las
células fueron cultivadas en un medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) para MDA-MB-
231, A549 y MRC-5, suplementado con suero bovino fetal (FBS) 10%, medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 para MCF-7, suplementado con FBS 10% o medio Eagle
modificado de Dulbecco, mezcla de nutrientes F-12 (DMEM F-12) para MCF-10A, conteniendo
suero de caballo 5%, factor de crecimiento epdimércio (EGF, 20 pg mL™), hidrocortisona (0.5 pg
mL™), insulina (0,01 mg mL™"), penicilina 1% y estreptomicina 1% a 310 K en atmosfera
humidificada con 5% de COx.

Para el ensayo, 1.5 x 10* células/pocillo fueron sembradas en 150 puL de medio en placas de 96
pocillos e incubado a 310 K en atmosfera con 5% de CO; por 24 h para permitir la adhesion de las
células. Luego, las cé€lulas fueron tratadas con los complejos de cobre por 48 h. Los complejos
fueron disueltos en agua o DMSO segun solubilidad, y 0.75 uL de la solucion fueron agregados
en cada pocillo con 150 pL de medio. Después del tratamiento, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2.yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, 50 ul 1 mg 1 mL™!' en PBS) fue agregado a cada pocillo, y las
placas fueron incubadas por 3 h. La viabilidad celular fue determinada por reduccion del MTT a
formazan purpura en células vivas. Los cristales de formazan fueron solubilizados con isopropanol
(150 upL/pocillo), y la densidad optica para cada pocillo fue determinada usando un
espectrofotometro de microplacas a longitud de onda de 540 nm. La concentracion inhibitoria para
el 50% de la proliferacion celular (ICso) fue obtenida por el andlisis de los datos de las absorbancias
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de tres experimentos independientes. El estudio fue realizado en el Laboratorio de Bioinorganica
de la Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Paulo, Brasil.
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Capitulo 3 — Caracterizacion en estado solido de los complejos de Cu(II)

3.0 COMPLEJOS OBTENIDOS.

De acuerdo a lo presentado en la seccion 2.2.1 (Capitulo 2) se sintetizaron y caracterizaron tres
nuevos compuestos homolépticos de Cu(Il) con los ligandos fenilcarboxilicos. Y como especifica
en la seccion 2.2.2 (Capitulo 2) se sintetizaron 21 nuevos complejos heterolépticos de Cu(Il) a
partir de ligandos diiminicos y los ligandos fenilcarboxilicos, obteniendo 15 con la pureza
adecuada para su caracterizacion. Las Tablas 3.0.1 y 3.0.2 presenta los codigos, asi como la
formula asignada para cada uno de los complejos.

Tabla 3.0.1. Cédigos y formulas de los complejos homolépticos de Cu(Il).

Codigo Formula

Culll  [Cux(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(H20)>]-2H20
Cul2 [Cux(fenilpropanoato)4(H20)2]

CulL3 [Cuz(fenilacetato)s]

Tabla 3.0.2. Cédigos y formulas de los complejos heterolépticos de Cu(II).

Codigo Formula
1P [Cuz(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(phen),|Cl-7H>O- EtOH
2P [CuCl(fenilpropanoato)(phen)]2EtOH-3H>O
3P [CuxCl(fenilacetato)(phen)2(H20)]Cl2-2H20
4M [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(4metil-phen)]
SM [CuxCl(fenilpropanoato)(4metil-phen)2(H20)]Cl2-0,5H>O-5SEtOH
6M [CuxCl(fenilacetato)(4metil-phen)>(H20)]Cl-4H>O-0,5EtOH
7N [Cu2Cl(3-(4-hidroxifenil )propanoato)(neo)2(H20)]Cl>-4H.O
8N [ CuCl(fenilpropanoato)(neo)]0,5H>O
9N [CuCl(fenilacetato)(neo)]
16BI [ CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(bipy)]4,5H.O-2EtOH
17BI [CuxCl(fenilpropanoato)(bipy)2(H20)]Cl»-2,5H>0-2,5EtOH
18BI [CuCl(fenilacetato)(bipy)]-1,5H>0-3EtOH
19D [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(dmb)]-1,5H>O-0,5EtOH
20D [CuxCl(fenilpropanoato)(dmb)>(H20)]Cl>-1,5H>O-2EtOH
21D [CuCl(fenilacetato)(dmb)>(H20)]Cl2-4H2O-EtOH
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3.1 DETERMINACION DE ESTRUCTURAS CRISTALINAS POR DIFRACCION DE
RAYOS X DE MONOCRISTAL

3.1.1 Complejos homolépticos.

Para los complejos homolépticos se obtuvo monocristales adecuados para difraccion de rayos X
para dos de ellos. En la Tabla 3.0.3 se presenta la geometria y el entorno de coordinacion. En la
Figura 3.0.1, se presenta el contenido de la unidad asimétrica de la estructura cristalina para el
complejo [Cua(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(H20)2]-2H20 (CuL1).

Tabla 3.0.3. Geometrias y entorno de coordinacion de cada una de las estructuras cristalinas.

Complejo Geometria E““’.“‘" de
coordinacion
CuLl Piramide de base cuadrada (SBP) Os
CulL3 Piramide de base cuadrada (SBP) Os

b)

Figura 3.0.1. Representacion tipo Ortep con 50% de probabilidad de a) la unidad asimétrica y b)
estructura cristalina de [Cu2(3-(4-hidroxifenil)propanoato)4(H20)2]-2H>O CulL.1. Los solventes
no se muestran para mejor observacion de la estructura cristalina.

La estructura cristalina del complejo Cul.1 muestra que se forma un complejo dimérico en estado
solido. Ambos centros metalicos poseen un indice de coordinacion de 5, con una geometria que se
aproxima a una pirdmide de base cuadrada (SBP), con un valor t de 0,92. Las posiciones
ecuatoriales ocupadas con 4 d&tomos de O provenientes de 4 moléculas del ligando fenilcarboxilico,
los cuales coordinan en forma puente a los centros metélicos. En las posiciones axiales de cada
centro metalico se encuentra una molécula de agua. La estructura mostrada en la Figura 3.0.1a, es
la denominada “paddle wheel”, observada cominmente en complejos diméricos de la forma Cu-
carboxilato, como es el caso de ligandos como acetato [133,134], propanoato [135],
dinitrobenzoatos [136] y N-acetilgilicinato [137]. En la Tabla 3.0.4 se presentan las distancias de
enlace y angulos seleccionados para este complejo.

Tabla 3.0.4. Distancias de enlace [A] y angulos [°] seleccionados de la estructura cristalina para
el complejo Cul.1.
Distancias (A) Angulos (°)
Cul-Cu2 2,608 0O1-Cul-0O4 90,98
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Cul-Ol 1,960 05'-Cul-04 169,16
Cul-02’ 1,963 05’-Cul-O1 88,48
Cul-O4 1,965 02’-Cul-0O4 91,39
Cul-O5’ 1,975 02’-Cul-O1 168,36

05’-Cul- 02’ 87,05

Se realiz6 una buisqueda en la base de datos cristalografica Cambridge Structural Database (CSD),
la cual se puede encontrar en los anexos (Fig. A.3.0), donde se encontraron 786 estructuras
similares a las del complejo CuL.1. Existen 900 distancias Cu---Cu para estas estructuras diméricas
que estan determinadas por la coordinacion de los grupos carboxilatos en forma de puente
bidentado, las distancias se encuentran en un rango entre 2,58 y 2,68 A (Fig. A.3.1), incluida la
distancia observada para este complejo de 2,608 A. En la bisqueda se encontraron otras estructuras
con una distancia Cu---Cu de 2,608 A, que incluyen ligandos acetato [138], propanoato [135,139],
benzoato [140,141] y paranitrobenzoato [142]. Las distancias Cu-O para estas estructuras se
encuentran entre 1,80 y 2,20 A (Fig. A.3.2), estando las observadas para este complejo dentro de
este rango.

El empaquetamiento cristalino se mantiene unido por la presencia de interacciones de enlaces de
hidrogeno [143], que involucran a los grupos hidréxidos y carboxilatos presente en el ligando y
las moléculas de agua coordinadas y de cristalizacion. Cada grupo hidréxido act@ia como un
aceptor con una molécula coordinada de agua de una molécula de complejo cercana (la distancia
H---O es de 1,898 A, el angulo O-H-O 172,4°) y actiia como donor de una molécula de agua de
cristalizacién (la distancia H---O es de 1,903 A, el 4ngulo O-H-O 172,5°). El agua de cristalizacion
también actiia como donor en el enlace de hidrégeno a un atomo de O del grupo carboxilato, con
una distancia H---O de 2,028 A y un angulo O-H-O de 153,0°. Se observan enlaces de hidrogeno
no clésicos en la interaccion C-H---w entre el anillo fenilo y los ligandos de las moléculas de
complejos cercanas, con una distancia de H a centroide de 2,658 A y con un 4ngulo entre los anillos
fenilos de 47,45°.

En la Figura 3.0.2, se presenta el contenido de la unida asimétrica de la estructura cristalina para
el complejo [Cux(fenilacetato)s4]-2H>0 (Cul.3).

a)

Figura 3.0.2. Representacion tipo Ortep con 50% de probabilidad de a) la unidad asimétrica y b)
fraccion molecular de [Cux(fenilacetato)s4]-2H>O CuLL3. Los solventes no se muestran para mejor
observacion de la estructura cristalina
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La estructura del complejo CuL.3 muestra que los atomos de Cu(Il) estan unidos entre si por la
presencia de cuatro moléculas de ligando L3, quienes coordinan por los grupos carboxilatos en
forma de puente, al igual que complejo Cul.1. El complejo Cul.3 cristaliza en un grupo espacial
de simetria (P21/c) mayor en comparacion al del complejos Cul.1, debido a como se observa en
la Figura 3.0.2b, hay un cambio considerable en el grupo donor en la posicion axial del Cu(Il)
pentacoordinado, debido a que para este complejo el &tomo de O que ocupa la posicidon axial
proviene de una molécula del ligando L3. Esta combinacién de modos de coordinacion del ligando
produce la formacion de una cadena 1D a lo largo del eje a (Fig. 3.0.3). Para este complejo el valor
de 1 se aproxima para una geometria de BPT para ambos centros metalicos. Las distancias de
enlace y angulos alrededor del centro metdlico se presentan en la Tabla 3.0.5.

Figura 3.0.3. Cadena supramolecular 1D y modos de coordinacidn de los grupos carboxilatos

presentes en el complejo Cul.3.

Tabla 3.0.5. Distancias de enlace [A] y angulos [°] seleccionados de la estructura cristalina para

el complejo Cul.3.

Distancias (A)

Cul-Cu2 2,579
Cul-O1 2,017
Cul-O1” 1,981
Cul-O4 1,949
Cul-03’ 1,948
Cul-2’ 1,955

Angulos (°)
04-Cul-0O1 90,85
04-Cul-O1”’ 93,56
03’-Cul-0O1 88,81
03’-Cul-O1”’ 96,07
03’-Cul-04 170,18
02’-Cul-0O1”’ 109,16
02’-Cul-0O1 169,97
02’-Cul-04 88,18
02’-Cul-03’ 90,45
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En el complejo CulL3 la distancia Cu---Cu se encuentra dentro del rango encontrado para las
estructuras encontradas en la CSD. Las distancias encontradas en el complejo Cul.3 son diferentes
a las encontradas para el complejo CulL1. Esta distancia entre los centros metalicos también se
observo en complejos con ligandos con grupos carboxilatos coordinando en forma de puente entre
los atomos de Cu(Il) como lo son los complejos con los ligandos hexanoato [144], benzoato
[145,146] y 2,3-dihidro-1,4benzodioxina-6-carboxilato [147]. Los enlaces C-O se encuentran
dentro del rango de los observados en la CSD (Fig. A.3.2).

En la estructura del complejo Cul3 se observan interacciones del tipo C-H:-- & entre los anillos
fenilos del ligando y los atomos de H de la cadena 1D de las moléculas de complejo cercana, con
una distancia del 4tomo de H al centroide de 3,062 A y un angulo entre los anillos fenilos de 71,0°.
Las cadenas infinitas se mantienen unidas entre si debido a interacciones de dispersion que estan
asociadas a los anillos fenilos. No se observan enlaces de hidrogeno ni interacciones del tipo 7 en
la estructura.

3.2.2 Complejos heterolépticos.

Se obtuvo monocristales adecuados para difraccion de rayos X para cuatro de los complejos
sintetizados, de los cuales dos presentan forma dimérica y dos monomeérica. En la Tabla 3.0.6 se
presenta la geometria, el entorno de coordinacion y el valor de t para cada uno de ellos.

Tabla 3.0.6. Geometrias y entorno de coordinacion de cada una de las estructuras cristalinas.

Complejo Geometria Entorno de coordinacion T
Piramide de base cuadrada (SBP) 0,16 (1)
8N Bipiramide trigonal (BPT) CIN202 0,80
ON Bipiramide trigonal (BPT) CIN20 0,92
Pirdmide de base cuadrada (SBP) 0,10 (1)

En la Figura 3.0.4 se observa el contenido de la unidad asimétrica de la estructura cristalina para
el complejo [Cuz(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(phen)2]Cl-7H.O-EtOH (1P). El complejo 1P
presenta estructura dimérica. Donde ambos centros metalicos tienen un indice de coordinacion de
5, dos posiciones ocupadas por dos atomos de N proveniente de una fenantrolina, dos dtomos de
oxigeno provenientes de dos ligandos de acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico, y otro atomo de
oxigeno en posicion axial proveniente de otra molécula de acido 3-(4-hidroxifenil )propanoico.
También se observa la presencia del ion cloruro, que actiia como contraion en la estructura. En la
Tabla 3.0.7 se presentan las distancias y angulos de enlaces seleccionados para este complejo.
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Figura 3.0.4. Representacion tipo Ortep con 50% de probabilidad y esquema de numeracion de
la unidad asimétrica del complejo 1P.

Tabla 3.0.7. Distancias de enlace [A] y 4ngulos [°] seleccionados de la estructura cristalina para
el complejo 1P.

Distancias (A) Angulos (°)
Cul---Cu2 2,789 N1-Cul-N2 82,1
N1-Cul 2,003 N1-Cul-O4 104,2
N2-Cul 1,995 N2-Cul-O4 94,9
O1-Cul 1,950 0O1-Cul-03 94,4
03-Cul 1,922 01-Cul-0O4 89,0
04-Cul 2,313 03-Cul-04 81,8
N3-Cu2 2,005 N3-Cu2-N4 81,9
N4-Cu2 2,019 N3-Cu2-03 93,0
02-Cu2 1,922 N4-Cu2-03 101,9
03-Cu2 2,284 02-Cu2-04 94,1
04-Cu2 1,947 02-Cu2-03 90,1
04-Cu2-03 82,0

Para ambos centros metélicos la geometria predominante es la SBP. Las distancias en posicion
ecuatorial con respecto a ambos atomos centrales son muy similares entre si. Se puede observar
que para el atomo de Cul el &tomo O4 es el que se encuentra en la posicion axial, debido a que
esta distancia es mayor con respecto al resto de distancias como consecuencia del efecto Jahn
Teller. Para el Cu2 el &tomo que se encuentra en posicion axial es el &tomo O3.

En la bibliografia se encuentra una estructura cristalina reportada con formula similar a la obtenida
para el complejo 1P pero con el ligando L3 (usado para el sintesis del complejo 3P),
[Cuz(fenilacetato)s(phen)2]-ClO4-4H>O [148]. La disposicion de los ligandos alrededor del centro

69



Capitulo 3 — Caracterizacion en estado solido de los complejos de Cu(II)

metalico es la misma que la encontrada para el complejo 1P, donde tres moléculas del ligando
fenilcarboxilico unidas a los dos centros metélicos en forma de puente, dos moléculas del ligando
L1 haciendo puente con un solo atomo de O, y otra molécula haciendo puente con sus dos atomos
de O. Sin embargo, las distancias de enlaces no son las mismas en cada complejo. En el caso del
complejo [Cuz(fenilacetato)s(phen)]C104-4H,0 la distancia Cu---Cu es de 3,007 A la cual difiere
de la observada en el complejo 1P. Sin embargo, los angulos de enlace N-Cu-N en el complejo
[Cuz(fenilacetato)s(phen)2]-ClO4-4H>O son ambos de 82,1° que es el mismo valor para el
reportado en la Tabla 3.0.7 como N1-Cul-N2, pero el resto de los angulos en ambas estructuran
difieren, por lo que la “mordida” de los ligandos fenilcarboxilicos son diferentes en los dos
complejos, lo que justifica que las distancias de los centros metalicos sean distintas.

En la Figura 3.0.5 se presentan las unidades asimétricas de las estructuras cristalinas de los
complejos [CuCl(fenilpropanoato)(neo)]-0,5H>O (8N) y [CuCl(fenilacetato)(neo)] (9N). El
entorno de coordinacion de los compuestos 8N y 9N es muy similar, en ambos casos el cobre se
encuentra pentacoordinado. En las posiciones ecuatoriales se encuentra enlazado a dos 4&tomos de
N provenientes de la neocuproina, y a dos atomos de O provenientes del carboxilato del ligando
L2 en el caso del complejo 8N y del L3 en el caso del complejo 9N. La esfera de coordinacion se
completa con un cloruro en posicidon axial en ambos casos. Los valores cercanos a 1 encontrados
para T de 0,80 y 0,92, para 8N y 9N respectivamente, indican que la geometria de los centros
metalicos es predominantemente bipiramide trigonal. En la Tabla 3.0.8 se presentas las distancias
y angulos de enlace seleccionados para ambos complejos.

Figura 3.0.5. Representacion tipo Ortep con 50% de probabilidad y esquema de numeracion de
la unidad asimétrica para: a) complejo 8N b) complejo 9N.
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Tabla 3.0.8. Distancias de enlace [A] y angulos [°] seleccionados de la estructura cristalina para
los complejos 8N y 9N.

Distancias (A) 8N 9N Angulos ©) SN 9N
Cu-Cl 2,352 2,262 N1-Cu-N2 83,1 80,3
NI1-Cu 2,004 1,984 0O1-Cu-02 63,2 62,7
N2-Cu 2,004 2,161 N1-Cu-O1 100,9 99,1

O1-Cul 2,033 2,105 N2-Cu-02 100,7 105,5
02-Cul 2,033 1,986 N1-Cu-ClI 107,1 96,2
N2-Cu-C1 104,9 110,6
O1-Cu-Cl 100,8 135,3
02-Cu-Cl 98,6 97,7

A pesar de las similitudes estructurales, existen diferencias en las distancias de enlace. Para el
complejo 8N, las distancias Cu-N y Cu-O son exactamente las mismas para cada enlace, pero para
el complejo 9N estas distancias son diferentes entre si. Otra diferencia la podemos observar en los
angulos de enlace, que representan las “mordidas” de los ligandos, para los angulos N-Cu-N y O-
Cu-O en el complejo 9N son menores que para el complejo 8N. En la base CSD se encontraron
453 estructuras cristalinas de Cu(Il) con geometria BPT con los mismo atomos donores de los
complejos 8N y ON.

Los complejos de Cu(II) con neocuproina pentacoordinados tienden a dar geometrias BPT debido
al efecto estérico de los metilos [149,150]. Como es el caso del complejo
[Cu(hidroxisoftalato)(neo)(Cl)]-H2O para el cual también se observa una geometria de bipiramide
trigonal [150], donde la distancia de los enlaces Cu-N y Cu-O diferente entre cada uno al igual que
para el complejo 9N, pero los angulos N-Cu-N (83,8°) y O-Cu-O (64,3°) se aproximan mas a los
observados para el complejo 8N.

A continuacion, se muestra la unidad asimétrica de la estructura cristalina del complejo
[Cu2Cl(fenilpropanoato)(bipy)2(H20)]Cl2-2,5H,0-2,5EtOH (17BI) (Fig. 3.0.6). La estructura
cristalina del complejo 17BI muestra la presencia de un complejo dimérico, donde cada centro
metalico presenta un indice de coordinacion de 5. Cada 4tomo de cobre se encuentra enlazado
ecuatorialmente a dos atomos de N proveniente de la 2,2’-bipirdina, a un atomo de O del
carboxilato del fenilpropanoato unido de forma bidentada conectando los dos centros metélicos, y
a un atomo de O, en forma de puente entre los dos centros metalicos, proveniente de una molécula
de agua, el cual actlia como puente entre los dos centros metélicos. Este puente se ha observado
en otros complejos diméricos de Cu(Il) pentacoordinado, como los obtenidos por Tokii y
colaboradores de formulas [Cuz(acetato)(phen)2(H20)](NO3)2-H20 y
[Cuz(propanoato)(phen)2(H2O)](NO3)2-H2O 'y [151]. La posicion axial en el entorno de
coordinacion la ocupa en ambos centros metalicos un cloruro, el cual cumple una funciéon de puente
entre ellos. Para cada centro metalico tenemos una geometria predominantemente piramide de base
cuadrada, teniendo valores de t de 0,10 para cada esfera de coordinacion de cobre. En la Tabla
3.0.9 se presentan las distancias y angulos de enlace para el complejo.
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Figura 3.0.6. Representacion tipo Ortep con 50% de probabilidad y esquema de numeracion de
la unidad asimétrica para el complejo 17BI.

Tabla 3.0.9. Distancias de enlace [A] y angulos [°] seleccionados de la estructura cristalina para
el complejo 17BI.

Distancias (A) Angulos (°)
Cul-Cu2 2,952 N1-Cul-N2 80,7
N1-Cul 1,981 N1-Cul-CI 92,3
N2-Cul 2,008 N2-Cul-Cl 113,1
O1-Cul 1,992 0O1-Cul-03 92,7
03-Cul 1,909 O1-Cul-Cl 89,3
Cl-Cul 2,555 03-Cul-Cl 98,9
N3-Cu2 2,001 N3-Cu2-N4 80,5
N4-Cu2 2,004 N3-Cu2-Cl 99,0
02-Cu2 1,953 N4-Cu2-Cl 94,6
03-Cu2 1,920 02-Cu2-03 93,5
Cl-Cu2 2,598 02-Cu2-Cl 99,5

03-Cu2-Cl1 87,8

La distancia del enlace Cu---Cu para el complejo 17BI, se aproxima a la reportada para el complejo
[Cux(fenilpropanoato)z(phen)2(NO3)2]-2H>0 [40]. Mientras que es mayor a la observada para el
complejo dimérico 1P (2,789 A). Las distancias de los enlaces ecuatoriales observadas para el
complejo 17BI se encuentran dentro de las observadas para ambos complejos diméricos. Se realizo
una busqueda en la base CSD y no se encontraron estructuras cristalinas similares a la determinada
para el complejo 17BI.

3.2.2.1. Analisis de fuerzas intermoleculares y de enlaces de baja energia intramoleculares.

A partir de lo discutido en el Capitulo 1, de la relevancia de este tipo de interacciones para la
estabilidad de los complejos se realizara un andlisis priorizando estas en los complejos
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heterolépticos. En las Figuras 3.0.7, 3.0.8 y 3.0.9 se pueden observar las interacciones que se
presentan en los complejos 1P, 8N y 17BI respectivamente.

Figura 3.0.7. Interacciones intramoleculares C-H: -7t en el complejo [Cua(3-(4-
hidroxifenil)propanoato)s(phen)2]C1-7H2O-EtOH (1P). Los solventes no se muestran para mejor
observacion de las interacciones.

Figura 3.0.8. Interacciones 7 -7 en el complejo [CuCl(fenilpropanoato)(neo)]-0,5H>0 (8N).
Los solventes no se muestran para mejor observacion de las interacciones.
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Figura 3.0.9. Interacciones intramoleculares C-H: -7 en el complejo
[Cu2Cl(fenilpropanoato)(bipy)2(H>0)]Cl2-2,5H>0-2,5EtOH (17BI). Los solventes no se
muestran para mejor observacion de las interacciones.

En las estructuras previamente discutidas no se observa el stacking intramolecular que present el
complejo reportado por Dubler [40], sin embargo, se observa otras interacciones en las moléculas.
Para el complejo 1P se observa que las tres moléculas del ligando L1 las cuales participan en
interacciones intramoleculares C-H---w con las dos moléculas de fenantrolina presentes en la
estructura, con distancias H-centroide entre 2,722 y 2,993 A, las cuales se encuentran dentro de lo
habitual para interacciones intramoleculares de este tipo [152]. En el caso del complejo 8N si bien
no se observa interacciones intramoleculares en el complejo, se presenta una interaccion m- T por
superposicion de un anillo aromatico de la neocuproina, donde los planos definidos por el ligando
se encuentran paralelos con una distancia intercentroide 3,564 A, este tipo de interaccién con
distancia intercentroide similar, ya se habia observado en trabajos previos del grupo [65].
Finalmente, en la estructura cristalina del complejo 17BI se observa una interaccion intramolecular
de tipo C-H- -7, con una distancia H-centroide de 2,867 A, al igual como se mencioné para el
complejo 1P, esta distancia es habitual para interacciones de este tipo.

Las tnicas interacciones observadas entre los ligandos fenilcarboxilicos y los ligandos diiminicos
son del tipo C-H- -, las cuales estan consideradas un tipo de enlace de hidrogeno débil segun la
clasificacion hecha por Desiraju [143].
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3.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA.
3.3.1 Complejos homolépticos.

Los espectros infrarrojos para los complejos homolépticos sintetizados se presentan en la Figura
3.1.0. Los espectros en el rango de 4000 a 400 cm™' se encuentran en los anexos (Fig. A.3.3).

v(COO),

v(COO),,
— CuL1 — CuL2 CuL3

I ' 1 ' 1 ' 1 M 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200
Numero de onda (cm™)

Figura 3.1.0. FT-IR de los complejos homolépticos con los ligandos fenilcarboxilicos.

La asignacion de las bandas de absorcion de los complejos homolépticos se realizé en funcion de
referencias bibliograficas generales y de complejos con estructura similar sintetizados por el grupo
[45,57].

Se observa que los espectros de los complejos tienen un perfil muy similar entre si, debido a las
similitudes estructurales de los ligandos fenilcarboxilicos y a que ademas la coordinacion del
ligando es similar. En la Tabla 3.1.0 podemos observar las principales bandas vibracionales de los
complejos.

Tabla 3.1.0. Principales bandas vibracionales de los complejos homolépticos.

Banda L1 Cull1 L2 Cul.2 L3 Cul3
v(O-H) 3402 3330 3200-2900 3500-3200  3100-2900 -
v(COO")as 1692 1582 1692 1588 1692 1594
v(COO")s 1504 1425 1491 1431 1406 1438
v(Cu-0) - 532 - 480 - 532

Para los complejos CulL1l y CuL.2 podemos ver absorcion para la banda v(O-H), sin embargo, la
forma de las bandas es distintas entre ellos. Esto se justifica debido a la presencia del ion -OH en
el anillo del ligando L1. Mientras que para el complejo Cul.2 se observa en forma de “hombro”
por la presencia de las moléculas de agua
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Los corrimientos de las bandas correspondientes a las vibraciones v(COQO)as y v(COO)s, con
respecto a las frecuencias observadas para los ligandos y para los complejos, confirma la
coordinacion de los ligandos fenilcarboxilicos con el ion de cobre. Si determinamos el Av = {v
v(COO)as — v(COO")} para cada uno de los complejos, encontramos que para CuLl = 157 cm™,
CuL2 =157 cm™ y CuL3 = 176 cm!.Para todos los complejos el modo de unién es de forma de
puente bidentado [45,153]. Comparando el valor de Av calculado para el complejo Cul3 y el
observado por Massignani en el complejo polimérico [Cux(fenilpropanoato)s]s (170 cm™) [154] se
encuentran en el mismo orden para ambos complejos, lo cual es de esperarse debido a que la
coordinacion de los ligandos fenilcarboxilicos es la misma. La similitud de los valores de Av
calculados para el complejo CuL2 y el complejo Cul.1, da evidencia que la coordinacion del
ligando fenilcarboxilico en el complejo CulL2 se asemeja mas a la observada en el complejo CulL1.

También se observa la banda v(Cu-O) correspondiente a un estiramiento del enlace Cu-O, la cual
no se observa en los espectros de los ligandos (Fig. A.3.4). La asignacion de esta banda se pudo
hacer en funcién a trabajos que por medio de estudios tedricos y experimentales pudieron
caracterizar esta vibracion, la cual confirma la coordinacidon de los ligandos al centro metalico
[64,155,156].

3.2.2 Complejos heterolépticos.

A continuacidon, se presentan los espectros infrarrojos obtenidos para todos los complejos
heterolépticos sintetizados para este trabajo. Se presenta el espectro en la region de 2000 a 400 cm”
! de manera de facilitar la vista de las bandas de mayor interés en los complejos, los espectros a
mayor rango se encuentran en los anexos (Fig. A.3.5). Se ordenaron segun el ligando diiminico
usado para su sintesis.

\2

v(COO) +v(C=N)

v(C=0)+Vv(COO"), p(C-H)
R (ane
1P 2P 3P
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm™)

Figura 3.1.1. FT-IR de los complejos heterolépticos sintetizados a partir de fenantrolina.

En la Figura 3.1.1, se presentan los espectros infrarrojos de los complejos 1P, 2P y 3P. En este
caso particular los complejos presentan formulas distintas entre ellos, y se ve reflejado en sus
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espectros infrarrojos. Si bien, las bandas de los grupos funcionales presentes en los espectros son
las mismas, los modos de coordinacion no lo son, por lo que justifica tanto la diferencia en la forma
de las bandas y los corrimientos de estas. Se sefialan las vibraciones principales presentes tanto en
los complejos en la figura 3.1.1 como en el resto de los complejos heterolépticos mostrados en la
figura 3.1.2. Los espectros de los ligandos diiminicos (Fig. A.3.6) y las principales bandas
vibracionales (Tabla A.3.1) se presentan en los anexos.

b)

'v(Cu-N/O) l V(Cu-N/O)
V(C=0)+v(COO),, Mooy ¥ VICIEN/O) . J vewwo
\v s - v(C=0)+v(CO0),, \v(COO') (N
(C=C) p(CH ¢ P(C-H)
v(C=C)
——4M—5M——6M ——7N——8N——9N
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
NUmero de onda (cm'') Numero de onda (cm™)
Q) d)

v(Cu-N/O)

V(Cu-N/O) v(Cu-N/O) i
p(C-H)
> V(COO") +v(C=N) 4 ™ (€009 +v(C=N) V(Cu-N/O)
V(C=0)+V(CO0),, v(C=C) p(C-H) HESQHIEO0, v(C=C)
1681 —— 17Bl —— 18BI 49D —— 20D —— 21D
2000 1800 1600 1400 1200 1000 80 600 00 200 1800 1600 1400 1200 1000 300 600 400

Numero de onda (cm'') Numero de onda (cm)

Figura 3.1.2. FT-IR de los complejos heterolépticos sintetizados en este trabajo.

En la Figura 3.1.2, se presentan los espectros infrarrojos de todos los complejos heterolépticos, los
complejos 8N y 9N presentan una estructura muy similar entre si (Fig. 3.0.5) y los espectros
infrarrojos para ambos presentan un perfil muy similar entre ellos con las bandas vibracionales
casi en la misma posicion (Fig. 3.1.2b).
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/

p(C-H)

v(Cu-N/O) X’

v(COO") +v(C=N) \L v(Cu-N/O)
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Figura 3.1.3. Comparacion de los FT-IR de los complejos diméricos 3P 7N y 6M.

De forma de observar un patrén entre los complejos presentados, se compararon los espectros
infrarrojos de los que se presentan en forma de dimeros como se observa en la Figura 3.1.3, donde
se comparan los espectros de los complejos 3P, 6M y 7N. Observando que, existe una similitud
entre los corrimientos de las bandas de los ligandos, sin embargo, este patrén no pudo ser
observado en todos los complejos diméricos, asi como en todos los mondémeros.

Al igual que para los complejos homolépticos, la asignacion tentativa de las bandas caracteristicas
de los complejos y las conclusiones se realizaron en funcion de referencias bibliograficas [45,49—
51,64,149,153,155-160]. Dicha asignacion se presenta en la Tabla 3.1.1.

Tabla 3.1.1. Principales bandas vibracionales de los complejos heterolépticos y su asignacion

tentativa.

Banda 1P 2P 3p 4M M 6M

v(C=N)+v(COO0),;, 1605, 1587 1701,1585 1583, 1560 1591, 1549 1624, 1589 1624, 1606
v(C=C) 1516 1516 1516 1512 1517 1517
v(COO)s 1425 1423 1425 1429 1425 1427
p(C-H) 838 856 851 847 853 853
p(C-H) 722 722 722 723 718 716
v(Cu-N/O) 538 514 520 559 540 547
v(Cu-N/O) 429 475 482 482 482 462
TN SN 9N 16BI 17BI 18BI

v(C=N)+v(COO),s 1595, 1560 1593,1560 1593, 1560 1607, 1554 1600, 1547 1615, 1575
v(C=C) 1508 1510 1510 1506 1494 1505
v(COO)s 1425 1425 1436 1453 1453 1447
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p(C-H) 859 859 853 836 773 779
p(C-H) 728 723 721 729 734 727
v(Cu-N/O) 547 544 544 547 510 503
v(Cu-N/O) 482 476 431 487 435 433
19D 20D 21D
V(C=N)+v(COO), 1607, 1554  1619,1566 1619, 1566
v(C=C) 1513 1501 1501
v(COO), 1420 1415 1460
p(C-H) 836 817 829
p(C-H) 729 741 734
v(Cu-N/O) 514 514 526
v(Cu-N/O) 421 480 487

Asi como se menciond previamente con los espectros infrarrojos de los complejos, si observamos
las bandas mostradas en las tablas es notorio que todas las bandas se mantienen en un mismo orden
de numero de ondas, los corrimientos hacia valores mayores o menores son muy pequefios entre
si. Este comportamiento es esperado debido a que los grupos funcionales presentes son los mismos
para cada uno de los complejos.

En su mayoria presentaron desplazamientos en las bandas representativas a las frecuencias de
estiramiento de los anillos de fenantrolina y sus derivados con respecto a las presentadas por los
ligandos en su forma libre, asociadas a enlaces cercanos al sitio de coordinacion (C-N, C-C),
confirmando la coordinacion de estos con el centro metalico. Este es el caso el corrimiento de la
banda v(C=C) presente en todos los complejos en un rango entre 1480 y 1521 cm’,
correspondiente al estiramiento del enlace aromatico C=C el cual estd presente en todos los
ligandos diiminicos. El amplio rango al cual se presenta esta banda entre todos los complejos se
explica debido a que existen anillos aromaticos que poseen un numero de sustituyentes diferentes
entre si, que a su vez se encuentran algunos interactuando o no con los ligandos fenilcarboxilicos,
como se menciond previamente en la discusion de las estructuras cristalinas. Alrededor de 716 y
859 cm’! se observan sefiales asociadas al balanceo de los enlaces C-H presentes en todos los
anillos aromaticos de los ligandos diiminicos y fenilcarboxilicos presentes en todos los complejos.

El corrimiento de la banda v(C=N)+v(COO),s se presenta en todos los complejos estudiados en
comparacion a lo observado para los ligandos fenilcarboxilicos (Tabla 3.1.0), lo que indica la
coordinacion de los ligandos al centro metdlico. Una correspondiendo al estiramiento asimétrico
del enlace O-C-O del grupo carboxilato, y la otra a las vibraciones de los enlaces C=N presentes
en todos los anillos aromaticos. La banda del enlace C=N se observa corrida en comparacion a los
espectros de los ligandos diiminicos, por consecuencia de la coordinacion del ligando al centro
metalico.

79



Capitulo 3 — Caracterizacion en estado solido de los complejos de Cu(II)

El corrimiento observado en la banda del estiramiento simétrico v(COO")s al igual que la banda
del estiramiento asimétrico nos confirma la coordinacion del ligando fenilcarboxilico en todos los
complejos.

Si determinamos el Av = {v v(COO")as — v(COO")} para cada los complejos, encontramos que los
valores se encuentran entre 106 y 179cm™'. Estos valores coinciden con una forma de coordinacién
de puente bidentado para carboxilatos, coincidiendo en este caso con lo esperado para los
complejos diméricos. Sin embargo, para los complejos monoméricos se espera que la coordinacion
de los carboxilatos sea de forma bidentada.

Asimismo, también se observan dos bandas que estdn asociadas a los enlaces Cu-N y Cu-O
presentes en todos los complejos y no en los espectros de los ligandos, la cual confirma la
coordinacion de los ligandos al centro metélico.

Se intent6d encontrar un patrén entre los espectros infrarrojos de los complejos para aquellos que
sus formulas moleculares determinadas sean similares entre si, a excepcion del complejo 1P que
presenta una formula molecular diferente al resto de complejos. Entre complejos que se presentan
como mondmeros y los que se presentan como dimeros no se observd un patréon entre las
frecuencias de los corrimientos de las principales bandas vibracionales.
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3.3 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA
(EPR).

3.3.1 Complejos heterolépticos.

En la Figura 3.1.4 se presentan los espectros de EPR en estado solido de los complejos
heterolépticos, medidos a 77 K.

T T T T T T T 1 T T T T T T T 1 r T T T T T T T T T
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Figura 3.1.4. Espectros de EPR de los complejos heterolépticos sintetizados en este trabajo.

Se observa que la mayoria de los de los complejos presentan un espectro isotrdpico o axial,
comunes para complejos de Cu(Il) en estado sélido [66].

Todos los espectros poseen una resonancia dominante posicionada alrededor de 3300 G, que en la
frecuencia de banda X corresponde a un valor de g aproximado a 2, tipico de sistemas de Cu(Il) S
= 1. En la mayoria de los espectros no se observa una estructura hiperfina debido a la interaccion
entre el momento magnético de spin electrénico y el momento magnético del spin nuclear del
Cu(Il), lo que sugiere un acoplamiento entre iones de Cu(Il), que cominmente se encuentra en
complejos de Cu(Il) en estado solido.

Los espectros de EPR de los complejos 16BI y 19D muestran un perfil esperado para complejos
de Cu(Il) que poseen una geometria de bipirdmide trigonal [88,161-164].

Los espectros de los complejos 17BI y 18BI, presentan perfiles en los cuales se puede observar
que existen tres valores de g distintos entre si (gx, gy y g2). Estos espectros son compatibles a los
discutidos por Gatteschi para especies diméricas [70], lo cual se ajusta la estructura cristalina
observada para el complejo 17BI y la formula propuesta para el complejo 18BI.
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3.4 CONCLUSIONES.

Se obtuvieron tres complejos (uno de ellos nuevo) y dos estructuras cristalinas para los complejos
homolépticos de cobre sintetizados, los tres complejos presentan estructura dimérica tipica de los
carboxilatos de cobre.

Se obtuvieron 15 complejos (14 de ellos nuevos) y cuatro nuevas estructuras cristalinas para los
complejos heterolépticos de cobre. Presentando en todos los casos un indice de coordinacion de 5
para cada uno de los centros metalicos con geometrias de coordinacion de piramide de base
cuadrada para los complejos diméricos y para los dos complejos monoméricos de bipiramide
trigonal. Para los complejos heterolépticos se evidencid que los ligandos fenilcarboxilicos
coordinan de forma bidentada al centro metalico para los complejos monoméricos y en forma de
puente bidentado en los complejos diméricos.

Teniendo en consideracion los estudios realizados podemos inferir que los complejos que se
presentan en forma de monomeros (2P, 4M, 16BI, 18BI y 19D) su estructura se aproxima a la
presentada para los complejos 8N y 9N, con una geometria cercana a una bipiramide trigonal (Fig.
3.1.5).

Figura 3.1.5. Esquema de la estructura para los complejos heterolépticos monoméricos.

Los complejos 3P, SM, 6M, 7N, 20D y 21D que se presentan como dimeros. Basandonos en la
estructura cristalina observada en el complejo 17BI, podemos concluir que los centros metalicos
poseen una geometria de piramide de base cuadrada con diferentes grados de distorsion (Fig.
3.1.6).
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Figura 3.1.6. Esquema de la estructura para los complejos heterolépticos diméricos.
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Capitulo 4 — Caracterizacion en solucion de los complejos de Cu(I)

4.1 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA.
4.1.1 Complejos homolépticos.

En la Figura 4.0.1, se presentan los espectros electronicos de los complejos en la region UV. Una
forma de determinar si la especie mayoritaria en solucion mantienen en forma dimérica, es
estudiando el espectro electronico de los complejos en la region UV, donde la presencia de una
banda entre 350 y 450 nm esta asociada a la transferencia de carga Cu-O, como se describio en el
Capitulo 1 [76,78,165].

Cul1 1.0+ Cul2 CulL3

044

Absorbancia
Absorbancia
°
@
Absorbancia

0.0 T T T T 0.0 T T 1 0.0

250 300 350 400 250 300 350 400 250 3(’)0 3;0
A (nm) A (nm) A (nm)

Figura 4.0.1. Espectros electronicos de los complejos homolépticos de Cu(Il) en la region UV
en DMSO.

En los espectros electronicos de los complejos homolépticos en la region de 250 — 400 nm, se
puede observar la presencia de una banda con un Amsx alrededor de 265 nm para cada uno de los
complejos, si bien en la bibliografia citada la presencia de la banda correspondiente a la presencia
de puentes carboxilatos se presentan a valores mayores de longitud de onda, son realizados en
solucion acuosa por lo que es posible que en DMSO se dé un corrimiento de la banda. Esta banda
observada en la Figura 4.0.1 no se observa en los espectros electronicos de los ligandos
fenilcarboxilicos, por lo que es asociada netamente a los complejos. Su presencia, nos indica que
para estos complejos en solucion la especie mayoritaria se mantiene en forma de dimero con los
atomos de Cu(II) unidos por puentes carboxilato.

En la Figura 4.0.2 se presentan el espectro electronico en el rango visible (400 — 900 nm) obtenidos
para el complejo homoléptico CulL1, los espectros de los complejos Cul.2 y Cul.3 se presentan
en los anexos (Fig. A.4.0), en solucion de DMSO de 5 mM. Se trata de espectros tipicos para
complejos de Cu(Il). Observamos que los espectros obtenidos para los complejos son similares
entre si, lo cual es lo esperado debido a la similitud de las esferas de coordinacion de los complejos.
La Tabla 4.0.1 presenta las longitudes de ondas observadas.
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Figura 4.0.2. Espectro electronico del complejo homoléptico de CulL1 en el rango visible.

Tabla 4.0.1. Longitud de onda del maximo observado (Amix) y absortividades molares (€) de los
compuestos sintetizados.

Codigo Complejo Amix (nm) € (M'em-1)
Cull1 [Cu2(3-(4-hidroxifenil)propanoato)4(H20)2]-2H>O 710 388
Cul2 [Cuz(fenilpropanoato)4(H20):] 715 313
CulL3 [Cux(fenilacetato)4] 711 404

De manera de poder estimar la especie mayoritaria que se presenta en solucion para cada uno de
los complejos, se calculd, la usando la Ec. 1.2, la longitud de onda de absorbancia maxima (Amax)
esperada segun la esfera de coordinacion. Los entornos propuestos se presentan en la Tabla 4.0.2.
Se proponen dos posibles opciones, una correspondiente a la coordinacidon observada en estado
solido, y la otra correspondiente a la hidrdlisis de un fenilacetato por atomo de Cu(II).

Tabla 4.0.2. Entorno ecuatorial propuesto para cada uno de los complejos y Amax calculado, donde
“oc” hace referencia a un atomo de O proveniente de un carboxilato y “ow” hace referencia a un
atomo de O proveniente de una molécula de agua.

Entorno ecuatorial propuesto Amax calculado (nm)
2o0ct2o0w 770
4oc 708

Los complejos homolépticos presentaron valores de Amax muy proximos entre si. El entorno de
coordinacion propuesto en la Tabla 4.0.2 mas aproximado para estos complejos, es el entorno 4oc.
El cual nos indica que la especie mayoritaria de los complejos mantienen 4 atomos de O unidos al
centro metalico, provenientes de los fenilcarboxilicos, y las posiciones axiales libres posiblemente
se encuentren ocupadas por atomos de O provenientes posiblemente de H>O 6 DMSO.
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4.1.2 Complejos heterolépticos.

En la Figura 4.0.3 se presentan los espectros electronicos en la region 200 a 400 nm de los
complejos 3P, SM, 6M, 17BI, 20D y 21D, para los cuales las formulas propuestas corresponden
a especies diméricas.

3P 5M 2] 6M

Absorbancia
Absorbancia

05+

Absorbancia

0.5+

0.0

A (nm) A (nm) A (nm)

178BI 7 20D *121D

0.5

Absorbancia
Absorbancia
Absorbancia

0.0 4

T T ; ; y
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
A (nm) A (nm) A (nm)

Figura 4.0.3. Espectros electronicos de los complejos heterolépticos de Cu(Il) en la region UV.

En los espectros solo se observan las bandas caracteristicas de los ligandos diiminicos
correspondientes a sus transiciones m-mt*. Esto confirma que para los complejos que en estado
solido su formula se presenta en forma dimérica, la especie mayoritaria en solucion se encuentra
en forma monomérica, como se evidencia por la ausencia de la banda del puente carboxilato
esperado. Asimismo, no se observa la banda entre 250 y 350 nm correspondiente al stacking de
anillos aromaticos. Esto sugiere que no se observa en nuestros complejos stacking intramolecular
observado por Dubler entre el anillo del ligando fenilcarboxilico y del ligando diiminico [40].

Los espectros electronicos para los complejos heterolépticos de Cu(Il) se realizaron en la region
visible (400 — 900 nm) en concentraciones de 5 mM en solucidon acuosa y/o en DMSO, segun la
solubilidad de los complejos.

En la Figura 4.0.4 se pueden observar los dos perfiles distintos de los espectros electronicos de los
complejos estudiados en solucidon acuosa, el resto de los espectros se presentan en los anexos (Fig.
A4.l).
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Figura 4.0.4. Espectros electronicos en solucion de los complejos heterolépticos de Cu(Il) en el
rango visible.

La mayoria de los espectros electronicos en la region del visible poseen un perfil similar, tipico de
complejos de Cu(II), con excepcion de aquellos que contienen neocuproina como diimina. A modo
de ejemplo la Figura 4.0.4 presenta el espectro de 2P y 8N.

Los espectros observados presentan un maximo alrededor de 640 y 700 nm (Tabla 4.0.3).

Tabla 4.0.3. Longitud de onda del maximo observado (Amix) y absortividades molares (€) de los
complejos heterolépticos y los complejos Cu-diimina correspondientes, en solucion acuosa y
DMSO en soluciones de 5 mM.

Codigo Complejo HO0 DMSO € M'em-1)
[CuClx(phen)] 696 60
1P [Cux(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s;(phen),]Cl - 686 158
2P [CuCl(fenilpropanoato)(phen)] 698 695 37
3P [CuxCl(fenilacetato)(phen),]Cl» 670 690 70
[CuCly(4metil-phen)] 706 73
4M [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(4metil- - 687 66
phen)]
M [Cu Cl(fenilpropanoato)(4metil-phen),]Cl, 652 698 88
6M [CuxCl(fenilacetato)(4metil-phen),|Cl» 653 698 39
[CuClx(neo)] 739 99
N [CuxCl(3-(4- i 738 (1) 80
hidroxifenil)propanoato)(neo),]Cl, 458 (1) 200
8N [CuCl(fenilpropanoato)(neo)] Z:?? ((III)) f:; ((III)) 91 09 ((III))
9N [CuCl(fenilacetato)(neo)] Z:; ((III)) 5525 ((III)) 225%) ((II)I)
[CuCly(bipy)] 704 70
16BI [CuClI(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(bipy)] 649 665 33
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17BI [CuxCl(fenilpropanoato)(bipy)2]Cl» 646 693 61
18BI [CuCl(fenilacetato)(bipy)] 651 683 35

[CuCly(dmb)] 714 60
19D [CuClI(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(dmb)] 649 663 80
20D [Cu Cl(fenilpropanoato)(dmb),]Cl, 646 665 40
21D [CuxCl(fenilacetato)(dmb),]Cl, 673 692 74

Para un analisis de la coordinacion segun la longitud de onda del méaximo, se recurre nuevamente
ala Ec. 1.2 (Capitulo 1). La Tabla 4.0.4, presenta los valores calculados para diferentes entornos
de coordinacioén que se podrian originar por la hidrdlisis parcial de los complejos, como para el
entorno propuesto en estado solido.

Tabla 4.0.4. Entorno ecuatorial propuesto para cada uno de los complejos y Amax calculado.

Entorno ecuatorial propuesto  Amsix calculado (nm)

2npy+2oc 641
2npy+low+loc 665
2npy+2ow 691

Para el complejo 1P se obtuvo una Amsx de 686 nm, por encima del valor calculado para el entorno
de coordinacion propuesto. En estado solido se da la presencia de tres ligandos fenilcarboxilicos
en su estructura, teniendo los centros metélicos en posicion axial un d&tomo de O proveniente de
los ligandos fenilcarboxilicos, en estudios experimentales se observd que en complejos penta y
hexacoordinados donde las posiciones axiales estan ocupadas por moléculas distintas al agua se
observa un corrimiento hacia mayores longitudes de onda respecto a la longitud calculada
considerando solamente los donores ecuatoriales [68,74]. Si bien, alin no existe una relacion
directa segun el tipo de donor axial y la magnitud de corrimiento se ha observado un corrimiento
usual por coordinacion de grupos carboxilatos que se encuentra entre los 19 y 44 nm [74]. Por lo
que para el complejo 1P es posible que en su especie mayoritaria se mantengan los 3 ligandos
fenilcarboxilicos y los 2 ligandos diiminicos en su estructura.

El valor de Amax obtenido para el complejo 2P (698 nm) se aproxima al calculado para el entorno
presentado como 2npy+2ow. A su vez, el valor de Amax observado en este complejo es analogo al
observado para la especie [Cu(phen)]*" (696 nm), lo cual confirma que esta especie mayoritaria
observada en el complejo Cu-diimina, es la misma para el complejo 2P. En soluciéon de DMSO el
valor de Amax se mantiene en el mismo orden que el observado en solucion acuosa, por lo que se
mantiene la misma especie mayoritaria en ambos solventes.

Los complejos 3P y 21D presentaron un valor de Amsx mas aproximados al entorno de coordinacion
de la forma 2npy+1ow+1oc, donde se da la sustitucion del ion cloruro y ademas de la union del
ligando fenilcarboxilico de forma unidentada. En ambos casos, no se puede descartar una mezcla
de especies en la solucion donde una presente el carboxilato bidentado junto con una especie donde
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esté sustituido por moléculas de agua. Ademas, ambos complejos en estado solido se encuentran
en forma dimérica, pero ya se observo que no hay evidencias de que este sea el caso en solucion
(Fig. 4.0.3), por lo que la especie mayoritaria para ambos compuestos se presenta en forma
monomérica. En solucion de DMSO se observa un aumento en el valor de Amax, este
comportamiento se ha observado en otros complejos del grupo [51]. En ambos casos, se mantienen
por debajo de las observadas para las especies mayoritarias para los complejos Cu-diimina
correspondientes.

Para el complejo 4M se obtuvo un valor de Amax de 687 nm, el cual es mayor al estimado para el
entorno de coordinacion de 2oc+2npy, pero menor al correspondiente al complejo [CuClz(4metil-
phen)] (690 nm calculada, 706 nm experimental). Esto podria explicarse considerando que una
molécula de DMSO sustituye al ion cloruro en solucidn, lo cual como se mencion6 previamente
puede ocasionar un corrimiento a longitudes de onda mayores. Ademads, se observd en la
caracterizacion en estado solido que existe distorsion en la geometria de los centros metalicos que
puede estar influenciando este corrimiento a longitudes mayores. De todas formas, de acuerdo con
este analisis no se puede excluir la presencia de la especia Cu-diimina [74].

Para los complejos SM, 6M, 16BI, 17BI, 18BI, 19D y 20D los valores de Amax presentados en la
Tabla 4.0.4 pueden asociarse al obtenido para el entorno de coordinacion 2npy+2oc, para el cual
el valor calculado es de 641 nm, el cual se ajusta a una disociacion parcial donde solamente se da
la sustitucion del ion cloruro de la posicion axial. En todos los casos los valores de Amax observados
no se encuentran en el mismo orden que las especies mayoritarias para los complejos Cu-diimina
correspondiente. Los complejos 5SM, 6M, 17BI y 20D en estado so6lido se presentan en forma
dimérica, en solucion no se observaron evidencias de que esta situacion se mantenga, como fue
mostrado en el estudio realizado en la Figura 4.0.3. Al igual que para el resto de los complejos en
DMSO el valor de Amsx aumenta con respecto al observado en solucion acuosa, pero se mantienen
lejos del observado para los complejos Cu-diimina correspondiente.

Finalmente, los complejos 7N, 8N y 9N presentan un comportamiento diferente. Se observan dos
valores de Amax en sus espectros, uno alrededor de 740 nm (I) y el otro 450 nm (II). El color de la
solucion, al momento de preparar las soluciones se fue tornando de color anaranjado rojizo, que
se fue intensificando con el tiempo. La banda observada a 450 nm en los tres complejos, confirma
la reduccion de Cu(Il) a Cu(I), debido a que esta es asociada a la transferencia de carga Cu(I)-N
de la especie [Cu(neo):]" [166,167]. El valor de Amax de 740 nm puede estar asociado a la especie
mayoritaria de Cu(Il) con un entorno de coordinacion 2npy+2ow, este valor se aproxima al de la
especie para el complejo [CuClz(neo)] (739 nm), por lo cual podria estar dandose la hidrolisis del
ligando fenilcarboxilico. Por lo que para estos complejos se presenta la coexistencia de dos
especies en solucion, una reducida a Cu(I) y la otra de forma [Cu(neo)>]*".
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4.2 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA
(EPR).

4.2.1 Complejos heterolépticos

Se midieron los espectros de EPR para los complejos heterolépticos en solucion acuosa (2P, 3P,
5M, 6M, 8N, 9N, 16BI, 17BI, 18BI, 19D, 20D y 21D) o en solucion de DMSO (1P, 4M y 7N)
congeladas en nitrégeno liquido, a concentraciones de 5 mM. Los espectros obtenidos se pueden
observar en la Figura 4.0.6.
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17BI
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Figura 4.0.6. Espectros en soluciones congeladas de DMSO y agua de los complejos
heterolépticos de Cu(Il).

En la mayoria de los espectros en solucién corresponden a espectros de especies de Cu(Il) con
simetria axial, con clara resolucion de las lineas asociadas a la interaccion hiperfina en la direccion
paralela [88].

El espectro de los complejos 1P y 17BI se observa una multiplicacion del numero de lineas
esperadas, esto puede ser ocasionado por la presencia de dos atomos de Cu(Il) con diferentes
esferas de coordinacion [71,168]. Este comportamiento también fue observado por Kukcova y
colaboradores para el complejo Cuz(p-5-CI-Sal)(5-Cl-HSal)>(Neo)>]-EtOH en espectros a baja
temperatura, donde cada centro metalico posee un entorno de coordinacion distinto al otro [149].
En el espectro electronico del complejo, se observa que la especie mayoritaria del complejo se
encuentra en forma de mondmero, por lo que en este caso se puede dar por la presencia del otro
centro metalico con un entorno de coordinacion distinto a la especie mayoritaria determinada para
el complejo. Es posible que para el resto de los complejos que se presentan en forma de dimeros,
esto no se pueda observar por la diferencia de proporciones en las que se encuentren dichas
especies y no puedan ser observadas en el EPR.

En los espectros de los complejos 8N y 9N se observa solo la presencia de una especie en el EPR,
debido a que las especies de Cu(I) no poseen senal de EPR.
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4.3 CONDUCTIVIDAD.
4.3.1 Complejos homolépticos.

Se midio la conductividad de los complejos en soluciones de 1 mM en DMSO en tiempos de 0, 24
y 48 horas. Los valores de conductividad mostrada en la Tabla 4.0.6 para los complejos en
soluciones de DMSO corresponden para especies no disociadas [85,86].

Tabla 4.0.6. Conductividad molar en funcién del tiempo para los complejos homolépticos de
Cu(II) obtenidos.

Complejo Am (Sem?mol)
Oh 24 h 48 h
Cul1 2 2 2
Cul2 0 0 0
Cul3 1 1 1

Para los complejos CuL.l, CuL2 y CuL3 la conductividad da evidencia que la estructura de la
especie mayoritaria en solucion para los complejos es similar a la encontrada en estado so6lido. Se
realiz6 la medida de la conductividad, donde se observa que no existe un aumento en el grado de
disociacion que presentan los complejos en solucion. Manteniéndose la especie mayoritaria de los
complejos en este tiempo estudiado.

4.3.2 Complejos heterolépticos.

En la Tabla 4.0.7 se muestran los valores de conductividad molar obtenidos para los complejos
heterolépticos de Cu(Il), para una concentraciéon de 1 mM en solucion acuosa y en DMSO, o solo
en DMSO segun la solubilidad del complejo. Una forma de tener idea del nivel de disociacion que
se encuentran los complejos en solucion acuosa es comparando los valores de conductividad molar
obtenidos para los complejos, con el rango mostrado en la Tabla 1.0.2, (Capitulo 1).

Tabla 4.0.7. Conductividad molar para los complejos heterolépticos de Cu(Il) obtenidos.

2 1 2 1
Cédigo Complejo Am (Scm” mol™)  Am (Sem” mol™)

Agua DMSO
1P [Cuz(3-(4-hidroxifenil ) propanoato)s(phen),]Cl ND 35
2p [CuCl(fenilpropanoato)(phen)] 260 20
3p [CuxCl(fenilacetato)(phen),|Cl» 210 20
4M [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(4metil-phen)] ND 20
M [CuxCl(fenilpropanoato)(4metil-phen),|Cl, 400 22
6M [CuCl(fenilacetato)(4metil-phen),]Cl, 300 30
TN [Cu,Cl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(neo):|Cl» ND 20
8N [CuCl(fenilpropanoato)(neo)] 120 18
9N [CuCl(fenilacetato)(neo)] 200 19
16BI [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(bipy)] 180 18
17BI [Cu Cl(fenilpropanoato)(bipy).(H.O)]Cl» 200 22
18BI [CuCl(fenilacetato)(bipy)] 260 20
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19D [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(dmb)] 130 12
20D [CuxCl(fenilpropanoato)(dmb),]Cl, 160 15
21D [CuxCl(fenilacetato)(dmb),|Cl» 180 11

El complejo 2P se ha observado evidencia de que en solucidn se encuentra en un alto grado de
disociacion donde su especie mayoritaria es la misma que para el complejo [CuCla(phen)]. El valor
de Awm obtenido para el complejo es de 260 Scm? mol™!, el cual si lo ubicamos en el rango mostrado
en la Tabla 1.0.2, se ubica para un nimero de iones igual a 3. Esta observacion va de la mano con
lo esperado para la especie mayoritaria del complejo, debido a que la presencia de 3 iones en
solucion puede deberse a la disociacion del ion cloruro y del ligando L2 en solucion.

En el caso de los complejos 4M, 8N, 9N, 16BI, 18BI y 19D en estado s6lido sus formulas se
presentan en forma monomérica y en los estudios de espectroscopia UV-vis, se observan
evidencias que estas se mantienen en solucién como especie mayoritaria de los complejos. Los
valores de Awm obtenidos para los complejos 8N y 19D, mostrados en la Tabla 4.0.7, entran en el
rango para un niamero de iones de 2, lo que confirma que los complejos se mantengan en forma
monomeérica en solucidn con una estructura similar a la observada en estado sélido, donde la
disociacion parcial de los complejos se puede dar por la sustitucion del ion cloruro, lo cual es
observado en complejos ternarios de cobre con esfera de coordinacién similar como lo son los
complejos [Cu(bipiridina)(glicina)Cl]-2H20 y [Cu(dipiridilamina)(glicina)C1]-2H20 [169]. Para
los complejos 9N y 16BI los valores de Awm reportados no entran dentro de los rangos mostrados
en la Tabla 1.0.2, para un numero de iones de 2, sin embargo, se mantienen por debajo del rango
reportado para un nimero de iones de 3, por lo que podria decirse que es posible que el nimero de
iones para estos complejos se aproxime a 2, que significa una disociacion parcial de los complejos
en solucion, dandose por la sustitucion del ion cloruro en solucion. El complejo 18BI presenta un
valor de Am que entra en el rango para un nimero de iones de 3, lo cual corresponde a un alto
grado de disociacion del complejo, a pesar de que en los otros estudios se observé evidencia de
que el complejo en solucion mantiene el ligando fenilcarboxilico unido en su estructura, por lo que
el estudio de conductividad en este caso no concuerda a lo discutido anteriormente. El complejo
4M, por solubilidad fue solo estudiado en solucién de DMSO, para el cual se obtuvo valores para
complejos que se disocian parcialmente para este solvente [85,86], por lo que es de esperarse que
la especie mayoritaria para este complejo sea monomérica similar a la observada en estado sélido.

Para los complejos 1P, 3P, SM, 6M, 17BI, 20D y 21D en estado solido se obtuvieron formulas y
estructuras de forma dimérica para todos, pero no se observaron evidencias de que los complejos
se mantengan de forma dimérica en solucion. Los valores de Am obtenido para los complejos
entran en rangos de 2 o 3 iones de solucion, lo cual no concuerda con la disociacion esperada para
cada uno de los complejos, asi como con la cantidad de iones esperado para estos complejos segin
lo visto en otros estudios del grado de disociacion que presentan.

Todos los complejos fueron medidos en DMSO, obteniéndose valores para especies que se
disocian parcialmente en este solvente, como fue mencionado previamente para el complejo 4M.
Esto se traduce a 2 iones en solucion para los complejos, lo cual en algunos casos concuerda con
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la féormula propuesta (2P, 4M, 8N, 9N, 16BI, 18BI y 19D), mientras que para otros sucede lo
mismo que en solucion acuosa, donde el grado de disociacion esperado para el complejo no
corresponde al nimero de iones observados a partir de la conductividad del complejo (1P, 3P, 5M,
6M, 7N, 17BI, 20D y 21D).
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4.4 CONCLUSIONES.

Los complejos homolépticos (Culll, CulL2 y CuL3) en DMSO presentan especies mayoritarias
donde el fenilcaboxilato permanece coordinado al centro de Cu(Il), posiblemente formando
estructuras diméricas, como se esquematiza en la Fig. 4.0.7.

Figura 4.0.7. Esquema de la especie mayoritaria para los complejos homolépticos en solucion,
siendo X = H20 o DMSO.

En el caso de los complejos heterolépticos se observo una variedad de comportamientos en
solucion dependiendo de los ligandos en particular.

a) Los complejos que se hidrolizan dando como especie mayoritaria Cu-diimina, con un
entorno 2npy+2ow (Fig. 4.0.8) el cual se determin6 para el complejo 2P.

b) Los complejos donde ocurre una hidrolisis parcial del carboxilato, con un entorno
2npy+loctlow o a una mezcla de especies con y sin fenilcarboxilicos (Fig. 4.0.9), el cual
se ajusta mas para los complejos 3P y 21D.

c) Complejos donde no se evidencia un grado de hidrdlisis importante del fenilcarboxilato,
correspondiendo a un entorno 2npy-+2oc (Fig. 4.1.0), para 4M, SM, 6M, 16BI, 17BI, 18BI,
19D y 20D.

d) Complejos que se reducen en solucion. Los complejos que contienen neocuproina (7N, 8N
y 9N) en soluciodn se reducen, coexistiendo la especie reducida con el complejo Cu-diimina.
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Figura 4.0.8. Esquema de la especie mayoritaria para los complejos con entorno 2npy+2ow en
solucion, siendo X = DMSO o H>O (2P).

o g

Figura 4.0.9. Esquema de la especie mayoritaria para los complejos con entorno 2npy+1ow+1oc
en solucion, siendo X = H,O (3P y 21D).

Figura 4.1.0. Esquema de la especie mayoritaria para los complejos con entorno 2npy+2oc en
solucion, siendo X = DMSO o H,O

Para los complejos 3P y 21D no es posible establecer con certeza sus especies mayoritarias en
solucion a partir de los estudios realizados.
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De forma de resumen, se presenta una tabla con los codigos de los complejos y la especie
mayoritaria para cada uno de los complejos en solucion, de manera de facilitar la lectura a los
siguientes capitulos de este trabajo.

Tabla 4.0.9. Especies mayoritarias resumidas para cada uno de los complejos de Cu(Il) estudiados.

Entorno de coordinacion

Complejo sugerido ecuatorialmente Cédigo
Cul1 4oc -
Cul2 4oc -
Cul3 4oc -

1P 2npy+20c PD
2P 2npy+2ow AD
3P -—- -
4M 2npy+2oc PD
M 2npy+20c PD
6M 2npy-+2oc PD
TN Reduccion parcial a Cu(l) y RAD
2npy-+2ow (Cu(Il))
8N Reduccion parcial a Cu(l) y RAD
2npy-+2ow (Cu(Il))
9N Reduccion parcial a Cu(l) y RAD
2npy-+2ow (Cu(Il))
16BI 2npy+2oc PD
17BI 2npy+20c PD
18BI 2npy+2oc PD
19D 2npy+20c PD
20D 2npy+2oc PD
21D -—- -

PD = parcialmente disociado por la sustitucion del ion cloruro, MD = medianamente disociados por la sustitucion de un
enlace del grupo carboxilato y el cloruro, AD = altamente disociados por la sustitucion del ligando fenilcarboxilico y el
ion cloruro y RAD = para los complejos de neocuproina

Los complejos en negrita son para los que se determind su estructura cristalina por DRX en estado sélido.
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5.1. COMPLEJOS DE Ga(III) CON ACIDOS FENILCARBOXILICOS.

Tabla 5.0.1. Cédigos de los complejos de Ga(Ill) y su formula propuesta.

Codigo Formula
GalLl [Ga(3-(4hidroxifenil)propanoato)(OH):]-H.O
Gal.2 [Gay(fenilpropanoato)s(NOs)]-8H.O
Gal.3 [Ga(fenilacetato)(OH)(NO3)]-H,O-0,25EtOH

GaP [Gax(3-(4hidroxifenil)propanoato)s;(phen)s; ](NO3)3- SH2O-3EtOH
5.1.1 CARACTERIZACION EN ESTADO SOLIDO.

5.1.1.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA.

En la Figura 5.0.1, se muestran los espectros infrarrojos obtenidos para cada uno de los complejos
en la region de 2000 a 400 cm™! de manera de facilitar la vista de las bandas de mayor interés en
los complejos (los espectros a mayor rango se encuentran en los anexos Fig. A.5.0).

v(Noa v(N03
v(C00), VINOs) v(Ga 0)
v(COO) V(COO)
— Gal1 Gal2 GalL3
20'00 I 18I00 ' 16I00 ‘ 14100 ' 12I00 ' 1OI00 ' 8(I)0 ' 6(I)0 I 4(I)0

Figura 5.0.1. FT-IR de los complejos homolépticos de Ga(Ill) GaL.1, GaL2 y GaL3.

El perfil del IR de los tres complejos homolépticos difiere entre si, sugiriendo que a pesar de la
similitud estructural de los ligandos existen diferencias en la coordinacioén de los mismos. Esto es
compatible con las diferentes férmulas propuestas para los complejos.

Para cada uno de los complejos se obtuvo una férmula distinta con respecto a los otros, por lo que
esta variacion de los espectros es compatible con la diferencia entre las estructuras de los
complejos en estado solido.

La asignacion tentativa de las bandas vibracionales correspondientes a los grupos coordinantes
para los complejos mostradas en la Figura 5.0.1, se realiz6 en funcion de referencias bibliograficas
generales y de complejos con estructura similar [30,34-36,57,92,170,171].
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Tabla 5.0.2. Principales bandas de absorcion de los complejos de Ga(Ill) y asignacion tentativa.

Banda L1 Gal1l L2 Gal.2 L3 GalL3
v(O-H) 3402 3396 3200-2900 3500-3300 3100-2900 3430-3280
V(COO)as 1692 1563 1692 1694 1692 1568
v(COO)s 1504 1446 1491 1511,1444 1406 1484
v(NO3) - - - 1605, 1599 - 1388,1285
v(Ga-0) - 582 - 572 - 588

Podemos observar la presencia de la banda v(O-H) en los tres complejos, para el complejo GaL1
se observa una banda marca a 3396 cm’!, mientras que para los complejos GaL2 y GaL3 se
observa la banda en forma de “hombro”. Esto por la presencia del grupo -OH en el ligando L1y
en la estructura del complejo Gal.1, si bien en el complejo Gal.3 presenta en su estructura también
el grupo -OH, se observa un pequefio “pico” al inicio del hombro que puede representar la
presencia de este grupo. Al igual que para los complejos homolépticos de Cu(Il) se observa la
presencia de las bandas correspondientes a las vibraciones v(COO")as y v(COO)s los corrimientos
de las mismas en comparacién a las frecuencias observadas para los ligandos, confirman la
coordinacion de los ligandos fenilcarboxilicos con el ion de galio. Para el complejo GaL2 se
observan dos bandas que corresponden a la vibracion v(COQO")s, debido a que para este complejo
se propone la presencia de 5 moléculas del ligando L2 y pueden presentar formas de coordinacion
distinas. El valor de Av = {v(COQO)as — v(COO")s} para cada uno de los complejos es de: GaLLl =
117 em, GaL2 =250y 183 cm™ y GaL3 = 84 cm’'. Estos valores nos dan idea de la forma en
que coordinan los ligandos fenilcarboxilicos al Ga(Ill), los cuales se ajustan a una coordinacion
bidentada para los complejos GaL1l y GaL3 [57,92]. Para el complejo GaL2, se observan valores
de Av que indican la presencia de dos formas de coordinacion en el complejo, una asociada a una
forma bidentada y otra de puente entre dos centros metalicos [57,92].

Para los complejos GaL.2 y Gal.3 se observan bandas correspondientes para la vibracion v(NO3
). En el caso del complejo GaL2 se observaron dos bandas a 1605 y 1599 cm™!, ademas de las
correspondientes para las vibraciones de NO2 sefialadas en la Figura 5.0.1, las cuales se aproximan
a las frecuencias esperadas para una union en forma de puente para el NO3", como fue descrito en
la introduccion. Mientras que para el complejo GaL3 solo se observaron dos de las tres bandas,
las cuales se aproximan a una forma de union bidentada del ion nitrato. Las bandas para esta
vibracion se superponen con las bandas correspondientes a las bandas asociadas al balanceo de los
enlaces C-H presentes en los anillos de los ligandos fenilcarboxilicos, por lo que en esta region
para el complejo GaL.1 también se observa sefales con formas diferentes.

También, se asigno la banda v(Ga-O) correspondiente al estiramiento del enlace Ga-O. Esta banda
se observo en los complejos alrededor de 588 y 572 cm™ la cual pudo ser asignada debido a que
en trabajos donde por estudios tedricos y experimentales lograron caracterizar esta vibracion, la
cual confirma la coordinacion de los ligandos con los centros metalicos. [34,92]. Dichas bandas
no fueron observadas en los espectros de los ligandos en su forma libre.
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El espectro infrarrojo del complejo heteroléptico [Gax(3-
(4hidroxifenil)propanoato)s(phen);](NO3)3-5H>0-3EtOH (GaP) se muestra en la Figura 5.0.2. Se
presenta el espectro en la region de 2000 a 400 cm™! de manera de facilitar el analisis de las bandas
(los espectros a mayor rango se encuentran en los anexos Fig. A.5.1).

v

V(C=N)+v(COO")_
v(C=Q)
v

| ! I ! I ! | ! I ! I ! I I ! |
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Numero de onda (cm™)
Figura 5.0.2. FT-IR del complejo heteroléptico GaP.

Al igual que para los complejos homolépticos, las bandas se asignaron en funcion a referencias
bibliograficas, trabajos de complejos ternarios de Ga(Ill) y con trabajos de complejos con ligandos
diiminicos con otros metales [30,34-36,43,45,47,51,57,65,92,170,171].

Tabla 5.0.3. Principales bandas de absorcion del complejo GaP de Ga(Ill) y su asignacion
tentativa.

Banda GaP
v(O-H) 3397
V(C=N)+v(COO),, 1614, 1560
v(C=C) 1512
v(COO)s 1420
v(NOy) 1385
p(C-H) 835
p(C-H) 721
v(Ga-N/O) 627
v(Ga-N/O) 535

103



Capitulo 5 — Caracterizacion de los complejos de Ga(III)

La banda v(O-H) se asocia a la presencia del grupo -OH presente en el ligando L1, y por la
presencia de las moléculas de agua en la estructura del complejo. El corrimiento de la frecuencia
de la banda v(COO), en comparacion a la frecuencia de la misma banda en el ligando libre es
indicador de la coordinacion del ligando fenilcarboxilico al centro metalico. La banda v(C=C),
correspondiente al enlace aromatico C=C, la cual en el espectro de fenantrolina se observa a 1520
cm! y en el espectro del complejo a 1512 cm™, es caracteristica de estiramientos y deformaciones
asociadas a la coordinacion del ligando diiminico al ion de galio. Otra banda caracteristica de este
efecto es la banda v(C=N) de la vibracién del enlace C=N en el anillo aromatico del ligando
diiminico, se observa un corrimiento de esta banda en el espectro infrarrojo del complejo con
respecto al espectro del ligando libre. La vibracion del estiramiento asimétrico del enlace O-C-O
representada de forma v(COO),, que al igual que la banda de la vibracion asimétrica confirma la
coordinacion del ligando fenilcarboxilico. El valor de Av = Av = {v(COQO")as — v(COO")s} para el
complejo es de 140 cm™ dando indicios de una coordinacion de forma bidentada de las moléculas
de ligandos fenilcarboxilicos presentes en el complejo. Al presentar mas de una molécula del
ligando L1, es posible que presenten distintos modos de coordinarse a los centros metalicos, como
se discuti6 previamente para el complejo Gal.2, en este caso no se observa evidencia de esto, pero
no se puede descartar una posible superposicion de una banda correspondiente a la vibracion
V(COOQO)s con la vibracion correspondiente a v(NO3").

En el espectro también se observa una banda a 1385 cm™ correspondiente a la vibracion v(NO) la
cual corresponde a la presencia del nitrato en su forma iénica como se propone en la formula del
complejo [34].

Se observa también, la presencia de bandas asociadas al balanceo de los enlaces C-H presentes en
el ligando diiminico y en el anillo de los ligandos fenilcarboxilicos. Asimismo, la presencia de dos
bandas, no observadas en los espectros de los ligandos, correspondiente a las vibraciones de los
enlaces Ga-O y/o Ga-N a 627 y 535 cm™!, confirma la coordinacion del centro metalico a los
ligandos presentes en el complejo.

Por ultimo, si comparamos el espectro infrarrojo del complejo GaP con su andlogo de Cu(II) (1P),
se encontraron formulas de complejos diméricos para ambos, donde la diferencia ademas de los
contraiones presentes en cada uno de ellos, es la presencia de una molécula mas de fenantrolina en
el complejo GaP. Si bien, existe una diferencia en los corrimientos de las principales bandas
vibracionales entre los complejos, estas no son tan marcadas como las observadas en los complejos
homolépticos.

De forma de proponer un posible esquema de coordinacion para cada uno de los complejos, se
realizd una busqueda en la base de datos cristalografica de Cambridge (CCDC) donde se
encontraron 207 estructuras de complejos de Ga(Ill) con geometrias similares a las propuestas para
los complejos tanto homolépticos como heterolépticos [91,172—-183]. En el caso del complejo
Gal.1, se encontraron 4 estructuras para complejos de Ga(Ill) con un entorno de coordinacion
similar al propuesto para este complejo con un indice de coordinacion igual a 4, siendo atomos de
O los atomos donores los cuales presentan una geometria tetraédrica [172—175], por lo que se
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propone que a partir de las evidencias bibliograficas que la geometria para este compleja se
aproxime a esta.

Para los complejos GaL2 y GaL3, propone una férmula para la cual el Ga(Ill) puede presentar un
indice de coordinacion 5, donde los 5 4&tomos donores son dtomos de O. Para ambos complejos los
centros metalicos pueden presentar una geometria aproximada a pirdmide de base cuadrada, como
para el complejo obtenido por Ziembowska BuzGa[OC(CH3);C(CH3)2O][OC(CH3)3;C(CH3)20H]
[176], el cual su estructura cristalina presentan dos centros metalicos de Ga(IIl) pentacoordinados
con 5 atomos donores de O. A partir de esta estructura se propone que para los complejos de Gal.2
y GaL3, los ligandos presentes en cada uno de los complejos los ligandos fenilcarboxilicos
coordinen a partir del grupo carboxilato de forma bidentada y el ion nitrato por dos 4&tomos de O
de forma bidentada.

Finalmente, la férmula propuesta para el complejo GaP se presenta en forma dimérica, en la
busqueda realizada en la base de datos CCDC se encontraron dos estructuras para complejos
diméricos con indice de coordinacién 5 y 6, con entornos de coordinacidn similares al del complejo
GaP [176,177], y tres estructuras para complejos monoméricos con atomos de O y N donores
[182—184], como es el caso del complejo [Ga(salicilato)(1,10-fenantrolina)>](PFs) reportado por
Vincent y colaboradores [184]. A partir de estas evidencias se propone que ambos atomos de
Ga(IIl) puedan presentar una geometria octaédrica.
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5.1.1.3 CONCLUSIONES.

Se obtuvo tres complejos homolépticos con formulas [Ga(3-
(4hidroxifenil)propanoato)(OH)2]-HoO(GaL1), [Gax(fenilpropanoato)s(NO3)]-8HO (GaL2) y
[Ga(fenilacetato)(OH)(NO3)]-H20-0,25EtOH (GaL3). Y un complejo heteroléptico con férmula
[Gax(3-(4hidroxifenil)propanoato)s;(phen)s; ](NO3)3- SH2O-3EtOH (GaP).

A partir del analisis de los espectros IR se propone el esquema de coordinacion para cada uno de
los complejos, los cuales se presentan en las siguientes figuras:

OH

|
_Ga e

O | ~oH
0

HO

Figura 5.0.3. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo GalLl.

L2

N
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Figura 5.0.4. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo GaL2.

OH

O _O—_
/Ga\ _—
0 @)

Figura 5.0.5. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo GaL3.

N—O
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L1
O/l\O
N~ LN L1——(O\\Ga/N
(N/Ga§|\2 O/ \N

Figura 5.0.6. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo GaP.
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5.1.2 CARACTERIZACION EN SOLUCION.
5.1.2.1 CONDUCTIVIDAD.

La conductividad de los complejos se estudio en soluciones de DMSO de concentracion 1 mM,
los valores de conductividad molar se presentan en la Tabla 5.0.4.

Tabla 5.0.4. Conductividad molar de los complejos de Ga(IIl) obtenidos.

Codigo Complejo AM (Scm? mol!)
Gall [Ga(3-(4hidroxifenil )propanoato)(OH):] 46
Gal.2 [Gax(fenilpropanoato)s(NO3)] 190
GalL3 [Ga(fenilacetato)(OH)(NO3)] 62
GaP [Gax(3-(4hidroxifenil)propanoato)s(phen);](NO3)s 180

Los complejos presentaron valores de Am para compuestos que presentan especies idnicas en
DMSO [85,86]. Esto significa que en solucion los complejos sufren sustitucion de ligandos unidos
al centro metalico. En el caso de los complejos GaL.1l y GaL.3, los valores de Am sugieren un grado
de disociacion menor al del resto de complejos. Los altos valores para los complejos GaL2 y GaP
puede estar asociado a la cantidad de sustituyentes presentes en estos complejos debido que ambos
se presentan de forma dimérica.

5.1.2.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

Se realizaron los espectros 'H-RMN de los complejos obtenidos, de forma de obtener més
informacion sobre la especie mayoritaria de los complejos en solucion. Los espectros de los
complejos y de los respectivos ligandos fueron realizado en soluciones de DMSO deuterado.

a)

OH
H3 H2
H4 O
H3 H1
H5
H6 H5 M & A
e ——— e N

b)

H4
H3 H2
N MJ@M
I o ————— A —————— (A s

—.

1221211201918 93 9.2 91 9072 71 70 69 68 6.7 6.6 6&K9 28 27 26 25 24 23 22 21 20
f1 (ppm)

Figura 5.0.7. Espectros 'H-RMN: a) ligando L1 y b) del complejo GaLl.
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En la Figura 5.0.7 se presentan superpuestos los espectros 'H-RMN del ligando L1 y GaLl, en
esta comparacion se observa que las senales del ligando no presentan un corrimiento en el espectro
del ligando. Si observamos los 6H de las sefales presentes en el ligando, aparecen exactamente en
la misma posicion en el espectro del complejo (6HI = 2,48 ppm. dH2 = 2,70 ppm, dH3 = 7,00
ppm, dH4 = 6,65 ppm y SHS = 9,14 ppm) con la excepcidn del proton sefialado en la figura como
H6, el cual en el espectro del complejo no se observa la sefial correspondiente. Esta observacion
en el espectro del complejo, sugiere que el complejo en soluciéon se estd disociando
completamente, y no se mantiene el ligando unido al Ga(III).

Relacionando lo observado con el valor de Awm para este complejo, el cual indica que el complejo
esta sufriendo disociacion, se puede concluir que esta disociacion es por la pérdida de la molécula
del ligando L1 en solucion.

OHH6
a)
H2
H3 o)
H4 H1
H5 H3
H4
H1
b)
H3, H4, H5 H2 H1
MM

122 121 120 119 75 74 73 72 71 70 69 29 28 27 26 25 24 2:
. 1 (ppm)

Figura 5.0.8. Espectros 'H-RMN: a) ligando L2 y b) del complejo GaL2.

En los espectros 'H-RMN del ligando L2 y del complejo GaL2 superpuestos se observa que las
sefiales del ligando presentes en el complejo aparecen en la misma posicion en el espectro del
complejo, al igual como se observo para el complejo Gal.l. Los 6H de las sefiales presentes en el
ligando y en el complejo son exactamente los mismos (6H1 = 2,50 ppm. 6H2 = 2,81 ppm, dH3,
O0H4 y 6H5 = 7,25 ppm), a excepcion del proton H6 para el cual no se observa sefial en el espectro
del complejo.

Aligual que se concluyd para el complejo Gal.1, se puede decir que en solucion el complejo Gal.2
esta altamente disociado, donde las moléculas del ligando L2 no se mantienen unidas al Ga(III).
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El valor de Am para este complejo coincide con lo observado para el complejo en el espectro de
"H-RMN, lo cual confirma la pérdida de las moléculas del ligando L2, para el cual se propuso la
presencia de 5 moléculas en estado solido.

a) H2 H1
H3
OHH5
H3
H2, H3, H4
H1
" M N
b)
H2, H3, H4
H1
0125 124 123 122 121 120 74 73 72 71 70 33 32 31 30 29 28
1 (ppm)

Figura 5.0.9. Espectros 'H-RMN: a) ligando L3 y b) del complejo GaL3.

A diferencia de lo observado en los dos complejos anteriores, en los espectros del ligando L3 y
Gal.3 se evidencia un corrimiento de las sefiales del ligando presentes en el complejo. La senal
del proton marcado como H1 presenta un Ad (0Hcompiejo — OHiigando) de -0,11 ppm. En las sefales
de los protones H2, H3 y H4 ademas de observarse un desplazamiento, en el espectro del complejo
Gal 3 se observa una separacion de la sefial del proton H2 del resto, el cual se encuentra mas cerca
del grupo carboxilato donde se esta dando la coordinacion del Ga(III). El Ad de toda la senal para
los tres protones es de -0,07 ppm. La sefial del proton HS no se observa en el espectro del complejo,
debido a la deprotonacion del ligando al formar el complejo.

Relacionando lo observado para este complejo con el valor de Am obtenido para este en solucion,
indicaba un grado de disociacion bajo. Por lo que, en el caso de este complejo en solucidn, se
puede dar la pérdida del ion nitrato a diferencia de los complejo GaL.1 y GaL2, los cuales pierden
los ligandos fenilcarboxilicos presentes en estado solido.
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H3 H4 H2
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Figura 5.1.0. Espectros 'H-RMN: a) fenantrolina, b) ligando L1 y c) del complejo GaP.

En la Figura 5.1.0, se observa el espectro del complejo GaP y los ligandos presentes en su
estructura. Las sefiales de los protones presentes en el ligando fenantrolina (de color azul), se
observan en el espectro del complejo y ademés se observan desplazadas. Los Ad para las sefales
de este ligando son: HI =-0,24 ppm, H2 = 0,46 ppm, H3 = 0 ppm y H4 = 0,30 ppm. La sefal para
los protones marcados como H2 y H4 en el espectro del complejo se unen como consecuencia de
la coordinacidn de la fenantrolina al Ga(Ill), debido a que el H2 esta cerca de los atomos donores
de N donde se da la coordinacion. A su vez, el proton H1 también se ve desplazado por
consecuencia de la coordinacion del ligando, se desplaza a campo mas alto en comparacion a lo
observado en el espectro del ligando. En estado sélido, se propone la presencia de tres moléculas
de fenantrolina, las integraciones del espectro dan indicio de la presencia de una sola molécula del
ligando, por lo que es posible que las moléculas de fenantrolina sean magnéticamente equivalentes
entre si en la especie en solucion.

En el caso de las sefiales del ligando L1, a diferencia de lo observado para el complejo GaL.l, en
el espectro del complejo GaP si se observa desplazamiento de las sefales del ligando (marcadas
en rojo). Principalmente, se observa un Ad del proton H1 con valor de -0,21 ppm, para esta senal
es la que se observa mayor desplazamiento debido a que este proton es el que se encuentra mas
cerca del grupo carboxilato donde se da la coordinacion del Ga(III). El resto de Ad son: H2 =-0,05
ppm, H3 =-0,03 ppm, H4 = 0,02 ppm y H5 = -0,04 ppm. Estos desplazamiento confirman que el
ligando L1 se mantiene coordinado al Ga(III) en solucion. Para este complejo en estado sélido se
propuso la presencia de tres moléculas del ligando, en este caso si estudiamos la integracion de las
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sefiales para los protones del ligando L1 en el espectro del complejo, se observa que la integracion
se duplica. En el caso del proton H5 en el espectro del ligando integra para un proton, mientras
que en el espectro del complejo esta sefal integra para dos protones. Mismo caso para las sefiales
de los protones H1 y H2, ambas sefiales en el espectro del ligando integran para dos protones cada
una, mientras que en el espectro del complejo integran para 4 protones, lo que es indicio de la
presencia de una molécula del ligando L1 coordinada al centro metélico.

A partir de lo discutido, se puede concluir que en solucion la especie mayoritaria del complejo
mantiene coordinada la fenantrolina y el ligando L1. Relacionando esto con lo observado en los
valores de Awm es posible que alto valor registrado se da por la presencia de los iones nitratos en
solucion, los cuales se encontraban en forma de contra ion, y la presencia una especie mayoritaria
de Ga(Ill) que atin mantiene ligandos unidos en su estructura, ya sea en forma dimérica o no.
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5.1.2.3 CONCLUSIONES.

En solucion (DMSO), los complejos GaL.l y GaP presentan un alto grado de disociacion, mientras
que los complejos Gal.2 y Gal.3 se encuentran poco disociados.

En el complejo GaP los ligandos fenilcarboxilicos y fenantrolina mayoritariamente se encuentran
coordinados, pero ocurre disociacion de los nitratos.
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5.2. COMPLEJOS DE Ga(IIT) CON DIPEPTIDOS.
5.2.1 CARACTERIZACION EN ESTADO SOLIDO.

Tabla 5.0.5. Codigos de los complejos de Ga(Ill) y sus férmulas propuestas.

Codigo Formula
Gal [Ga(Gly-Val)2(NOs)]-18H20
Ga2 [Ga(Gly-Phe)2(NO3)]-2H20
Ga3 [Gaz(Ala-Phe)>(NO3)2(OH)2]-0,5H,0

5.2.1.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA.

En la Figura 5.1.1, se muestran los espectros infrarrojos obtenidos para cada uno de los complejos

en el rango de 2000 a 400 cm™'. El espectro en el rango completo se encuentra en los anexos (Fig.
A.5.2).

5(NH) (
’ V' (oo,
v(COO).,
Ga1 Ga2 Ga3
I v I ' I K I v I i I v I v I ' 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm™)

Figura 5.1.1. FT-IR de los complejos homolépticos Gal, Ga2 y Ga3.

La asignacion de las bandas vibracionales mas relevantes para los complejos mostrados en la
Figura 5.1.1, fueron asignadas en funcion de referencias bibliograficas generales y de complejos
con estructura similar [30,34-36,43,45,47,51,57,65,92,170,171].

Tabla 5.0.6. Principales bandas de absorcion de los complejos de Ga(Ill) y asignacion tentativa.

Banda Gly-Val Gal Gly-Phe Ga2 Ala-Phe Ga3
v(NH>) 3176 3179 3200 3190 3100 3104
O(NH») 1677 1674 1678 1687 1672 1665
V(COO)as 1498 1451 1465 1560 1549 1578
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v(COO), | 1400 1330 1330 1443 1394 1455
v(NOy) - 1381,1089 ; 1412,1283,1100 ; 1383,1285,1089
v(Ga-0) - 450 - 544 ; 548

En la Tabla 5.0.6 se presentan las principales bandas de absorcion de los complejos y de los
ligandos en su forma libre (Fig. A.5.3 espectros de los ligandos). Las dos primeras bandas
mostradas, corresponden a las vibraciones de los grupos amino presente en los ligandos v(NH») y
S(NH>»), las cuales, en comparacion con las frecuencias presentadas en el espectro del ligando libre,
se puede descartar la coordinacion de los ligandos a partir de estos grupos. En los complejos
analogos de Cu(Il) reportados por el grupo [43,45], estas vibraciones sufren corrimientos que se
encuentran entre 100 y 50 cm'! debido a que la coordinacién en estos complejos se da por el grupo
amino. En el caso de los complejos de Ga(Ill) podemos decir que al ser corrimiento tan leve se
puede descartar la unioén de los ligandos a partir de estos grupos.

Los corrimientos de las bandas correspondientes a las vibraciones v(COQO).s y V(COO)s en el
espectro de los complejos en comparacion con las frecuencias observadas para los ligandos en su
forma libre, son indicios de la coordinacion de los ligandos fenilcarboxilicos con el ion de galio.
Asimismo, los corrimientos observados en los complejos son diferentes a los observados en sus
analogos de Cu(Il), reportados por Facchin [43,45], esto debido a que la coordinacion al Cu(Il)
viene dada por la amina secundaria y por un 4&tomo de O del carboxilato presente en el dipéptido,
mientras que para los complejos de Ga(Ill) se espera que la coordinacion sea por los dos atomos
de O del carboxilato. Por lo que el corrimiento de las bandas COO asimétrica y simétrica se ve
mas marcado que en los complejos homolépticos de Cu(Il). El valor de Av = {v(COO")as— v(COO"
)s} para cada uno de los complejos es de: Gal = 121 cm’!, Ga2 = 117 ecm™ y Ga3 = 123 cm™.
Estos valores nos dan idea de la forma en que coordinan los dipéptidos al Ga(Ill), los cuales se
ajustan a una coordinacion bidentada [57,92].

En los espectros de los complejos se observa la presencia de tres bandas correspondientes a la
vibracion v(NO3), las frecuencias a las que se presentan son evidencia de que el ion nitrato se une
al Ga(IIl) de forma bidentada, completando la esfera de coordinacion de los complejos.

También, se asigno la banda v(Ga-O) correspondiente al estiramiento del enlace Ga-O. Esta banda
se observo en los tres complejos alrededor de 548 y 450 cm™! [34,92].

A partir de la busqueda en la base de datos CCDC, se encuentran 90 estructuras reportadas de
Ga(IIT) con 6 atomos donores de O formando geometrias octaédricas, de las cuales 82 son para
complejos monomeéricos y 8 para complejos diméricos. Por lo que se propone que la geometria de
los complejos sea octaédrica con los ligandos dipéptidos coordinados de forma bidentada a partir
del grupo carboxilato y el ion nitrato unido también de forma bidentada.
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5.2.1.2 CONCLUSIONES.

Se obtuvieron tres nuevos complejos homolépticos de Ga(Ill) con la pureza adecuada para su
caracterizacion en estado sélido. En éstos, el dipéptido coordina por el carboxilato al Ga(III).

Se propone el esquema de coordinacion para cada uno de los complejos, los cuales se presentan
en las siguientes figuras:

Figura 5.1.2. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo Gal.

O>\\/NH2
b
H,N o

Ga
0] / \\O
0] O\\

N
AN
0]

Figura 5.1.3. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo Ga2.
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NH, H,N
o)
HN
O NH

Figura 5.1.4. Esquema de coordinacion propuesto para el complejo Ga3.
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5.2.2 CARACTERIZACION EN SOLUCION.
5.2.2.1 CONDUCTIVIDAD.

La conductividad de los complejos se realizé en solucion acuosa de concentracion 1 mM, los
valores de conductividad molar obtenidos se puede observar en la Tabla 5.0.7.

Tabla 5.0.7. Conductividad molar de los complejos de Ga(III).

Codigo Complejo Am (Sem? mol™)
Gal [Ga(Gly-Val),(NO3)]- 18H>0 120
Ga2 [Ga(Gly-Phe),(NOs)]-2H20 125
Ga3 [Gaz(Ala-Phe)2(NO3)2(OH)2]-0,5H.0 491

Los complejos presentaron valores de Am que corresponden a especies idnicas en solucion. Los
valores de la Tabla 5.0.7, se pueden ubicar dentro de los rangos mostrados en el Capitulo 1 (Tabla
1.0.2), para asi tener una idea del grado de disociacion al cual se encuentran. Para los complejos
Gal y Ga2, se obtuvieron valores que corresponden para un niimero de 2 iones en solucion, lo
cual puede significar la sustitucion del ion nitrato en solucion para ambos complejos, quedando
parcialmente disociados. En el caso del complejo Ga3, el valor de Am obtenido en solucioén acuosa
corresponde a 5 iones en solucidn, el cual puede deberse a la sustitucion del ion nitrato o del
ligando Ala-Phe.

En los tres complejos se observa un grado de disociacion parcial, donde se asume que este grado
de disociacion se da por la hidrélisis de los iones nitrato en solucion, pero también pondria darse
la sustitucion de los dipéptidos en solucion.
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5.2.2.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

Se realizaron los espectros 'H-RMN de los complejos homolépticos obtenidos, de forma de
confirmar que en solucion los dipéptidos siguen unidos al centro metélico. Los espectros de los
complejos y de los respectivos ligandos fueron realizado en soluciones de D>O.

a) H4

H,N
H4
‘>7NH 0
H5

o H1 H2
ns——H3  OH

H1

H5
H3
JJ\ MWL
b) H4
HS J H3 H3 H1 H2
. Y —
4.1 4.0 3.9 3.8 3.4 33 8.2 3.1 3.0 2.8 2:2 241 2.0 19 1.0 0.9 0.8 0.7

2.9
1 (ppm)

Figura 5.1.5. Espectros 'H-RMN: a) ligando Gly-Val y b) del complejo Gal.

En la Figura 5.1.5, se presenta el espectro '"H-RMN del ligando Gly-Val en su forma libre y del
complejo Gal resaltando las sefales de los protones presentes en el ligando.

La sefial correspondiente a los protones H1 y H2 en el ligando libre se encuentran con un 6H de
0,85y 0,81 ppm respectivamente, corriéndose a 2,79 y 2,75 ppm en el complejo. Mismo caso se
observa con las sefiales de H3 y H4, sufren un corrimiento considerable comparado al de los
protones H1 y H2, el proton H4 presenta un 6H en el ligando de 3,79 ppm desplazandose a campo
alto con un 6H 3,37 ppm en el complejo. Sin embargo, con el proton H3 ademas de observar un
corrimiento en el valor de 0H presente en el complejo en comparacion con el observado en el
ligado, se observa una multiplicacion de su sefial, lo cual es indicativo de la presencia de mas de
una molécula del ligando en solucion que no son magnéticamente equivalentes. Asi como se
observa una multiplicacion de la sefial de H3, también se observa un aumento en la integracion de
las sefiales, como es el caso de los protones H1 y H2, donde en el ligando integra para 3 protones
debido a que son grupos CH3 y en el complejo esta integracion se ve aumentada a 6 protones.

Estas observaciones son indicios de que el complejo Gal se mantenga en solucion unido a las dos
moléculas del dipéptido, donde la disposicion de los ligandos sea de forma no simétrica y permita
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observar una diferencia en la integracion de las sefales del ligando en su forma libre con las del
espectro del complejo.

H5 H3

a) H,N
—>—NH O H3
Hé O
H1 H2 e OH

H5

H5
H4 H5 - H1
H5
jU\M H6

b)
H6 H5 H3
H1
~ ML N
75 74 73 72 71 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28
1 (ppm)

Figura 5.1.6. Espectros 'H-RMN: a) ligando Gly-Phe y b) del complejo Ga2.

Los espectros '"H-RMN del ligando Gly-Phe en su forma libre y del complejo Ga2, asi mismo
como un esquema del complejo Gly-Phe con las sefales presentes en los espectros. Al igual que
para el complejo Gal, se pudieron ubicar todas las sefiales observadas en el espectro 'H-RMN del
ligando en su forma libre, en el espectro obtenido para el complejo.

Los corrimientos observados en este complejo no son tan marcados como los mencionados para el
complejo Gal, sin embargo, se observa que para los protones H1 y H2 en el ligando se encuentran
a 0H 2,85 y 3,14 ppm respectivamente y en el complejo los 0H se desplazan con Ad (6H complejo —
OHiigando) de apenas -0,05 y 0,02 ppm respectivamente. Para el resto de los protones los
corrimientos se mantienen en el mismo orden de los observados para los protones H1 y H2. Sin
embargo, para el proton H3 se observa un valor de Ad de 0,15 ppm, siendo este el corrimiento de
mayor magnitud observado en el espectro. A pesar de que los corrimientos son de magnitudes
pequenias, se puede decir que el ligando esta coordinando al centro metélico debido a que las
senales de los protones si estan sufriendo modificacion de sus 6H [34,173,178,179].

El complejo Ga2 presenta dos moléculas del ligando en estado solido, y al igual que para el
complejo Gal se observan evidencias de que esto se siga manteniendo en solucion. Una de estas
evidencias es la aparicion de dos sefales para el proton H4 con 6H de 4,17 y 4,37, siendo este el
protén mas proximo al grupo carboxilato por donde sucede la coordinacion del ligando al Ga(III).
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Asi mismo, se observa para los protones del anillo aromatico, donde ademas de las dos senales
esperadas para los protones H5 y H6 se observa una tercera sefial con un 6H de 6,97 ppm, que
puede darse por la multiplicacion de las sefiales por la presencia de otra molécula del ligando Gly-
Phe. Ademas de las multiplicaciones de las sefales presentes en los espectros, también se observa
en la integracion de las sefiales de los protones H5 y H6, las cuales en el espectro del ligando libre
presentan una integracion de 5 protones, y en el espectro del complejo Ga2, se obtiene una
integracion de 10 protones.

De esta forma también se evidencia la presencia de dos moléculas del ligando Gly-Phe en la
estructura del ligando magnéticamente no equivalentes que, al igual como se menciono para el
complejo Gal, es posible que en solucion la disposicion de los ligandos alrededor del Ga(Ill) sea
de forma no simétrica, lo que permite diferenciar entre las dos moléculas por su integracion.

Vv
a) éz\
H4 ~ O H1
H1 < H5
\z\
& J
- H2 H3 Hé
H7 Hé
Hé
H7
H4 H6
b)
H1 H1
H7 H6 Qe H5 H4 H2

M S M A AW TR _J JUL

I 7;5 I 7;3 I 7;1 I ('319I 4f5 I 4;3 I 4:1 ' 3;9 I 3;7 I 3;5 I 3;3 I 3;1 I 2;9 I 2;7 ‘ 1;4 I 1;2 ‘ 1;0 I 018
Figura 5.1.7. Espectros 'H-RMN: a) ligando Ala-Phe y b) del complejo Ga3.

En la Figura 5.1.7 se presentan los espectros 'H-RMN para el ligando Ala-Phe y para el complejo
Ga3, asimismo se presenta un esquema del dipéptido con las principales sefales a observar en
ambos espectros.

El corrimiento mas significativo observado en los espectros se da para el proton H4, el cual en el
ligando presenta 6H de 3,88 ppm y en el espectro del complejo Ga3 presenta un 6H de 4,17 ppm,
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esto es un corrimiento bastante significativo en comparacion con los observados en los otros dos
complejos estudiados, el cual ayuda a confirmar la coordinacion del ligando Ala-Phe al Ga(III).

El complejo Ga3 en estado sélido presenta una féormula para un compuesto dimérico con dos
moléculas del ligando Ala-Phe en su estructura, esto se evidencia también en el espectro 'H-RMN
del complejo Ga3. Una de las evidencias observadas de que en solucion el complejo mantiene la
presencia de dos moléculas del ligando, es la multiplicacion de la sefial del proton H1 en el espectro
del complejo, se observan dos sefiales con 6H de 1,33 y 1,17 ppm mientras que en el espectro del
ligando se observa una sola sefial para este proton a 1,40 ppm. Y al igual que para el complejo
Ga2, se observa la aparicion de una tercera sefal para los protones aromaticos H6 y H7 en el
espectro del complejo que puede darse por la presencia de dos anillos aromaticos presentes en la
estructura.

Sumado a las multiplicaciones de las sefales, también se observa una integracion para 5 protones
de los protones H6 y H7 en el espectro del ligando libre, mientras que para el espectro del complejo
esta integracion se hace casi el doble con un valor de 10. Al igual como se discutié previamente
para los complejos Gal y Ga2, esto es evidencia de la presencia de moléculas del ligando que no
son magnéticamente equivalente que se pueden estar diferenciando por la disposicion que adopta
en solucidn la especie mayoritaria del complejo.

En este caso en particular, el alto valor de Am obtenido para este complejo y las observaciones
realizadas a los espectros 'H-RMN se puede concluir que en solucion sucede la sustitucion de los
iones nitrato y es posible que el complejo no se mantenga en forma dimérica separdndose en dos
especies de Ga(Ill) que ocasione que las moléculas del ligando no sean magnéticamente
equivalentes.

Si se compara los resultados con otros estudios de 'H-RMN de complejos de Ga(III) con entornos
de coordinacion similares, en todos los complejos se observa un corrimiento significativo con
respecto al de los ligandos libres. Por ejemplo, los complejos [Ga(2-acetilpiridina-
fenilhidrazonato)>]NOs;-H,O y [Ga(ftaloil-DL-alanina)]> [34,92,170,177], donde si bien los
corrimientos son en magnitud mayores a los observados en nuestros complejos, no se alejan de
forma significativa.
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5.2.2.3 CONCLUSIONES.

Las especies mayoritarias en solucion son similares a las propuestas en estado sélido, con hidrolisis
de los iones nitrato. En todos los casos se mantiene la coordinacion de los dipéptidos al Ga.

En los espectros 'H-RMN de los complejos, se observaron evidencias de la presencia de més de
una molécula de los ligandos dipéptidos en los complejos siendo magnéticamente no equivalentes,
lo que permite concluir que la disposicion de los ligandos en solucion es no simétrica entre ellos.
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6.1 LIPOFILIA.
6.1.1 Complejos de Cu(II).
6.1.1.1 Complejos homolépticos.

Se determinaron los coeficientes de reparto octanol-agua (P) para los complejos homolépticos de
Cu(Il), los cuales se presentan en la Tabla 6.0.1. Para los ligandos fenilcarboxilicos usados, se
realizo también el procedimiento para la de terminacion de P, pero a partir del método llevado a
cabo el coeficiente de reparto para estos no fue detectable (no se detecta su presencia en la fase
acuosa).

Tabla 6.0.1. Coeficiente de reparto (P) determinado para los complejos homolépticos.

Codigo Complejo P
CuLl [Cux(3-(4-hidroxifenil)propanoato)4(H20)2]-2H>O 0,1
Cul2 [Cux(fenilpropanoato)s(H20)2] 0,2
Cul3 [Cux(fenilacetato)4] 0,5

Se observa que el complejo CuL.3 es el que presenta mayor valor de lipofilia con respecto a los
otros dos complejos homolépticos. En solucion los complejos mantienen su forma dimérica, lo
cual fue demostrado en la caracterizacion de estos, por lo que la variacion de los valores de las
constantes de reparto para esta familia de complejos se puede asociar al ligando fenilcarboxilico.

El ligando L1 presente en el complejo CulL1 presenta en su estructura el grupo OH, ocasionado
que este compuesto sea el mas hidrofilico. Mientras que el ligando L3 su tnica diferencia con el
ligando L2 es la presencia de un 4tomo de C menos en la cadena alifatica, no esperdndose que
fuese mas lipofilico. Debido a este comportamiento diferente al esperado, estos resultados se
podrian confirmar usando una técnica distinta, como podria ser siguiendo la concentracion del
Cu(II) por absorcién atdémica.

6.1.1.2 Complejos heterolépticos.

Para los complejos heterolépticos se presenta los coeficientes de reparto para los complejos que su
caracterizacion en estado sélido y solucidon evidenciaron mayor pureza. En la Tabla 6.0.2, se
presentan los coeficientes de reparto octanol-agua para cada uno de los complejos sintetizados y
para la especie Cu-diimina correspondiente.

Tabla 6.0.2. Coeficiente de reparto (P) determinado y grado de disociacion en solucion para cada
uno de los complejos heterolépticos.

Codigo Complejo P D
- [CuClz(phen)] 0,1
1P [Cu2(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(phen)2]Cl- 7H>O-EtOH 1,4 PD
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2P [ CuCl(fenilpropanoato)(phen)]2EtOH-3H,0 0,1 AD
3P [CuxCl(fenilacetato)(phen)2(H20)]Cl2-2H,0 0,3
- [CuClx(4metil-phen)] 0,3
4M [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(4metil-phen)] ND PD
SM [CuxCl(fenilpropanoato)(4metil-phen)2(H20)]Cl2-0,5H,O-5EtOH ~ ND PD
6M [CuxCl(fenilacetato)(4metil-phen)>(H20)]Cl>-4H>O-0,5EtOH ND PD
- [CuCla(neo)] 1,8
TN [CuxCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(neo)2(H20)]Cl,-4H>O 0,5 RAD
8N [CuCl(fenilpropanoato)(neo)]0,5H>O 0,7 RAD
9N [CuCl(fenilacetato)(neo)] 0,7 RAD
- [CuCla(bipy)] ND
16BI [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(bipy)]4,5H>0-2EtOH 0,3 PD
17BI [CuxCl(fenilpropanoato)(bipy)2(H20)]Cl>-2,5H>O-2,5EtOH 0,3 PD
18BI [CuCl(fenilacetato)(bipy)]-1,5H20-3EtOH 0,4 PD
- [Cu Cl2(dmb)] 0,4
19D [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(dmb)]-1,5H.0O-0,5EtOH 1,2 PD
20D [Cu2Cl(fenilpropanoato)(dmb),(H20)]ClL-1,5H>0-2EtOH 0,5 PD
21D [CuxCl(fenilacetato)(dmb)2(H20)]Cl2-4H,O-EtOH 0,3 MD

Los valores de P muestran que los complejos mas lipofilicos son los de la familia de neo, con
excepcion de los complejos 1P y 19D. Al aumentar el nimero de anillos aromaticos y los
sustituyentes en los ligandos diiminicos se favorece la lipofilia de los complejos [65,185,186], esto
se cumple tanto como en los complejos heterolépticos como en los Cu-diimina, donde el complejo
[CuClz(neo)] es el que presenta mayor lipofilia. Los complejos heterolépticos de neo presentan
valores de lipofilia menores al determinado para el homoléptico Cu-diimina, en todos los
complejos heterolépticos de neo se observo una coexistencia de las especies mayoritarias de Cu(II)
con una especie de Cu(I) lo que puede estar haciendo menos lipofilicos los complejos.

El complejo 1P se determind que en solucidn es el Unico de los complejos heterolépticos que
podria mantenerse de forma dimérica. El valor de lipofilia para este complejo se ve justificado por
la presencia de dos ligandos de phen en su estructura, asi como la presencia de tres ligandos L1,
lo cual aumenta considerablemente la cantidad de anillos aromaticos por complejo, lo que favorece
la lipofilia de los complejos.

El comportamiento observado para los complejos homolépticos, donde la presencia del ligando
L3 favoreci6 la lipofilicidad del complejo CuL3, no se observa claramente en estos complejos.
Solo se observa en la familia de neo y bipy donde los complejos 9N y 18BI son los que presentan
mayor valor de constante de reparto con respecto a los complejos pertenecientes a su familia.
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6.1.2 Complejos de Ga(III).

Al igual como se hizo para los complejos de Cu(Il), también se determiné la constante de reparto
octanol-agua (P) para los complejos homolépticos de Ga(Ill), los cuales se presentan en la Tabla
6.0.3.

Tabla 6.0.3. Coeficiente de reparto (P) determinado para los complejos homolépticos.

Codigo Complejo P
Gal [Ga(Gly-Val)2(NO3)]-18H20 2,4
Ga2 [Ga(Gly-Phe)>(NO;3)]-2H.O 0,8

Ga3 [Gax(Ala-Phe)2(NO3)2(OH)2]-0,5H.0 0,4

Se observa que el complejo Gal es el que presenta mayor lipofilia Si comparamos esto con el
complejo Ga2, es de esperarse que para el complejo Ga2 este valor fuera mayor por la presencia
del anillo aromatico en el ligando Gly-Phe, lo cual favorece la lipofilia de los complejos.

En el caso del complejo Ga3 se observa que presenta menor valor de P con respecto al resto de
complejos, este resultado no era el esperado si hacemos el mismo anélisis que en el caso anterior,
la presencia de los anillos aromaticos en el ligando Ala-Phe deberia favorecer la lipofilia del
complejo, pero en este complejo se da la presencia de dos iones OH™ en su estructura lo cual hace
al complejo mas hidrofilico.
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6.2 INTERACCION CON ADN DE LOS COMPLEJOS DE Cu(Il).
6.2.1 CONSTANTES DE UNION.
6.2.1.1. Complejos homolépticos.

Para los complejos CulL1, CuL2 y CuL3 se determind las constantes de union al ADN por medio
del método espectrofotométrico, como se encuentra descrito en el capitulo de métodos y
materiales, en soluciones de DMSO. En la Tabla 6.0.4 se puede observar los valores de constantes
obtenidos:

Tabla 6.0.4. Constantes de union al ADN obtenidas para los complejos homolépticos.

Cédigo Complejo Kpx 10> (M)
Cull [Cux(3-(4-hidroxifenil)propanoato)4(H20)2]-2H.O 5,2
Cul2 [ Cux(fenilpropanoato)4(H20)2] 2,0
CulL3 [Cux(fenilacetato)4] 8,7

En la tabla se observa que para los complejos la constante de unioén se encuentra en orden de 102,
Para los ligandos libres no se detecté union al ADN, por lo que esta actividad se le puede adjudicar
directamente al complejo en solucion.

Sin embargo, si comparamos con otros compuestos homolépticos de cobre con ligandos
fenilcarboxilicos  similares a los usados en este trabajo como lo son
[Cuz(nitrofenilacetato)s)(H20)2] y [Cuz(fenilbutanoato)s]n se encuentra que el orden de magnitud
de las constantes de unién reportadas esta entre 103 - 10*[155,160].

La magnitud del valor de la constante de unién es menor que la observada para complejos que
intercalan el ADN, y similar a la observada para compuestos que se interactian por unién a los
surcos del ADN. Parte de la diferencia entre la magnitud de los complejos homolépticos de este
trabajo con respecto a los complejos con ligandos similares previamente citados, puede venir
debido a que en el caso del complejo [Cux(nitrofenilacetato)s)(H20)2] [155] la presencia del grupo
nitro, le otorga al complejo una nueva posicion por la que pueda interactuar con el ADN.

6.2.1.2 Complejos heterolépticos.

Las constantes de unioén al ADN para los complejos heterolépticos se determind solo para los
complejos que se obtuvieron con la pureza adecuada. En la Figura 6.0.1 se presentan los espectros
para el complejo 1P y la ecuacion de la recta usada para la determinacion de la constante.
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Figura 6.0.1. Espectro de 1P a distintas concentraciones de ADN.

Si observamos los espectros a medida que se aumenta la cantidad de ADN en la solucién de
complejo, se puede observar que la banda centrada a 260 nm, asignada a una transicion t—m*
correspondiente al ligando diiminico (presente en todos los complejos), sufre un marcado
hipocromismo con un leve corrimiento de la longitud de onda, lo cual sugiere una fuerte
interaccion del complejo con el ADN. El efecto de hipocromismo es asociado a interacciones del
modo de unioén por los surcos o intercalacion parcial con el ADN lo cual unido a las constantes de
union intrinseca ayuda a sugerir que estos son los tipos de interaccion que pueden adjudicarse para
estos complejos estudiados. En estudios de complejos de sistemas comparables a los complejos
reportados en este trabajo, se encuentran los reportados por el grupo de Longanathan
[Cu(nalidixiato)(NN)(H20)](ClO4) y [Cu(N-benziliminodiacetato)(NN)] donde el modo de
interacciéon propuesto es de intercalacion parcial los espectros registrados por medio de
espectroscopia electronica también presentaban un hipocromismo a medida que se aumentaba la
cantidad de ADN presente en la solucion [185,186]. A su vez el leve corrimiento de la longitud de
onda de la banda a 260 nm, también sugiere una interaccion del complejo con el ADN, este efecto
puede verse también en sistemas similares donde el modo de interaccion sugerido es la
intercalacion parcial de los complejos con el ADN [187].

Las constantes de union determinadas para cada uno de los complejos a partir del método
espectrofotométrico se presentan en la Tabla 6.0.5.
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Tabla 6.0.5. Constantes de unién al ADN obtenidas y grado de disociacion en solucion para cada
uno de los complejos heterolépticos.

Codigo Complejo Kbx10°(M1) D
- [CuClz(phen)] 5,4 -
1P [Cu2(3-(4-hidroxifenil)propanoato)s(phen)2]Cl- 7H>O-EtOH 6,6 PD
2P [CuCl(fenilpropanoato)(phen)]2EtOH-3H,0 3,5 AD
3P [CuxCl(fenilacetato)(phen)2(H20)]Cl2-2H,0 5,6
- [Cu Cl2(4metil-phen)] 2,4 -
4M [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(4metil-phen)] 2,5 PD
M [Cu2Cl(fenilpropanoato)(4metil-phen)>(H20)]Cl2-0,5H>O-5SEtOH 6,0 PD
6M [CuCl(fenilacetato)(4metil-phen)>(H20)]Cl2-4H20-0,5EtOH 8,1 PD
- [Cu Clz(neo)] 3,6 -
TN [ CuxCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(neo)2(H20)]Cl2-4H>O 7,8 RAD
8N [CuCl(fenilpropanoato)(neo)]0,5H,0O 33 RAD
9N [CuCl(fenilacetato)(neo)] 6,7 RAD
- [CuClz(bipy)] 2,6 -
16BI [CuClI(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(bipy)]4,5H>O-2EtOH 7,0 PD
17BI [Cu2Cl(fenilpropanoato)(bipy)2(H20)]Clz-2,5H>0-2,5EtOH 9,1 PD
18BI [CuCl(fenilacetato)(bipy)]-1,5H20-3EtOH 4,0 PD
- [Cu Cl2(dmb)] 1,1 -
19D [CuCl(3-(4-hidroxifenil)propanoato)(dmb)]-1,5H>0O-0,5EtOH 1,5 PD
20D [CuxCl(fenilpropanoato)(dmb)»(H>0)]Clz-1,5H>O-2EtOH 4,8 PD
21D [CuxCl(fenilacetato)(dmb)>(H20)]Cl2-4H20-EtOH 4,5 -

Los complejos heterolépticos presentan constantes de unién que se encuentran entre 1,5 — 9,1 x10°.
Si comparamos con compuestos reportados en la bibliografia que poseen constantes de union de
orden similares a las obtenidas se encuentra que el modo de interaccion con ADN reportado para
estos complejos es por medio la unidén a los surcos o por intercalacion parcial
[47,50,51,65,99,149,159,185—191]. Estos valores también se encuentran en el mismo orden que
los obtenidos para los complejos [Cu(Ldipeptido)(phen)], [Cu(Ldipeptido)(tmp)] vy
[Cu(Ldipeptido)(batho)] estudiados por el grupo [50,51,65] para los que se determind que el modo
de interaccion es por union a los surcos del ADN.

Si comparamos los valores obtenidos para los complejos heterolépticos con respecto a los
obtenidos para los homolépticos (Tabla 6.0.4) se observa un incremento en la magnitud de la
constante de union. Dicho incremento se justifica con la presencia de los ligandos diiminicos en
los complejos heterolépticos, debido a que la presencia de moléculas planas con anillos arométicos
favorece el modo de interaccion de intercalacion con el ADN. También se ha reportado, que al
aumentar los sustituyentes en la 1,10-fenantrolina aumenta la constante de unidén obtenida
[50,185,186]. En los resultados obtenidos, este efecto no se logra ver con exactitud. Esto puede
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relacionarse, a que en solucion no solo se encuentra presente la especie mayoritaria determinada
para cada complejo, también coexisten especies distintas a esta con menor o mayor grado de
disociacion que afectan los valores de constantes de unidon obtenidos.

En la Tabla 6.0.5, ademas de los valores obtenidos para los complejos heterolépticos, también se
presentan los valores para los complejos homolépticos correspondientes a las especies Cu-diimina,
ademas se encuentra el grado de disociaciéon en solucidon para cada uno de los complejos
estudiados.

Para los complejos sintetizados con 1,10-fenantrolina (phen), se determin6 que los tres complejos
en solucion presentan una especie mayoritaria diferente entre ellos. EI complejo 1P, es para el que
se encontré un valor de constante de union mayor en esta familia de complejos, seguido del
complejo 3P y luego el complejo 2P, en ordenes de magnitud. Este comportamiento tiene sentido
si observamos las especies mayoritarias en solucion para cada uno de los complejos. En el caso
del complejo 1P y 3P, se encontrd una especie mayoritaria parcialmente disociada, pero con
estructuras distintas, en el complejo 1P se encuentra en forma de dimero con la presencia de dos
ligandos diiminicos y tres ligandos fenilcarboxilicos, mientras que para el complejo 3P a partir de
los estudios de caracterizacion no se pudo determinar la especie mayoritaria. Como se menciond
previamente la presencia de un mayor nimero de anillos aromaticos favorece la interaccion de las
moléculas con el ADN, lo que justifica la diferencia de los valores de constantes de union entre
estos complejos. Sin embargo, el valor encontrado para el complejo 3P (5,6x10° M!) estd muy
aproximado al valor de la especie [Cu(phen)]**. Esto puede justificarse debido a que en solucidn
el complejo ternario no es la unica especie presente en solucion, la férmula encontrada para este
complejo inicialmente era en forma dimérica, por lo que no se descarta la coexistencia de otras
especies en forma homoléptica y el valor obtenido para la constante de union se vea afectado por
estas. Por otro lado, para el complejo 2P (su especie mayoritaria es la especie [Cu(phen)]*") el
valor de constante de union se encuentra por debajo de la encontrada para el complejo Cu-diimina.
Si bien, con respecto los complejos 1P y 3P se cumple con el patron esperado del valor de las
constantes por la alta disociacion del complejo en solucion, el valor se esperaria que se encuentre
mas aproximado al valor de [Cu(phen)]*". Al igual como se discutié para el complejo 3P, en
solucion pueden coexistir otras especies en solucion que estén afectado el valor obtenido para este
complejo. Si bien, existe una diferencia en el valor obtenido con respecto al del complejo Cu-
diimina correspondiente, el orden de magnitud sigue siendo el mismo.

En el caso de los complejos sintetizados con 4metil-fenantrolina (4met-phen), se encontrd
evidencia que en solucion la especie mayoritaria para todos los complejos es la especie ternaria de
forma [Cu(L,)(NN)]*". Para los tres complejos se observd que el valor de constante de union
encontrado esta por encima del valor obtenido para la especie [Cu(4metil-phen)]*’, lo que nos
indica que los complejos ternarios se estan uniendo mas al ADN que los complejos homolépticos.
El complejo 4M, presenta un valor aproximado al de la especie [Cu(4metil-phen)]** (2,5 y 2,4x10°
M1, respectivamente) al igual como se explico para los complejos de phen.
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Por otra parte, los complejos con neocuproina (neo) la especie mayoritaria en solucidon acuosa para
estos complejos es una mezcla de la especie de Cu(l) y la especie [Cu(neo)2]**. En ninguno de los
tres complejos, se pudo determinar una proporcion de coexistencia de las especies. Esto justifica
la diferencia del valor de las constantes de unidn de estos complejos con respecto a la de la especie
[Cu(neo):]*". Para el complejo 7N el valor de constante de unién es mayor que para el resto de los
complejos de esta familia, la alta disociacion del complejo, més la presencia de otras especies en
solucion puede justificar este comportamiento.

Los complejos 16BI, 17BI y 18BI tienen valores de magnitud de las constantes de unién mayor
que la especie mayoritaria del correspondiente complejo Cu-diimina, [Cu(bipy)]*" (2,6x10° M),
lo cual es lo esperado debido a que para estos complejos la especie mayoritaria en solucion es el
complejo ternario. Como se fundamenté anteriormente la presencia del ligando fenilcarboxilico y
la presencia de dos ligandos bipy, hacen que estos complejos tengan mayor magnitud de constante
de unién que para el complejo [CuCla(bipy)]. La misma situacion se encuentra en los complejos
19D, 20D, y 21D todos poseen mayor valor de magnitud de constante de unién que la especie
[Cu(dmb)]** (1,1x10> M"!) debido a que en solucién su especie mayoritaria también es la especie
ternaria, con excepcion del complejo 21D para el cual no se pudo determinar su especie
mayoritaria. Sin embargo, en ambas familias se observa que los complejos que en estado sélido se
encuentran en forma de dimeros, el valor de constante de unidon es mayor que para los complejos
que se presentan en forma de monomeros, esto se justifica porque la especie dimera puede seguir
formada en menor proporcion lo que hace que la unién sea mayor al ADN por la presencia de un
mayor numero de anillos aromaticos. Esta tltima observacion se hace presente en todas las familias
de complejos.

En conclusion, se observa que los complejos que se presentan en forma de dimero en estado solido
que su especie mayoritaria en solucion es el complejo ternario, presentan un mayor valor de
constante de union al ADN, que los complejos que se presentan en forma de mondmeros.

Tanto como con los espectros electronicos como con los valores de constantes de union obtenidos
para los complejos, se asocian a un modo de interaccion de unidn por los surcos o de intercalacion
parcial al ADN. Para profundizar sobre esta conclusion se realizaron otros estudios del modo de
interaccion que sirven para confirmar este comportamiento observado.
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6.2.2 ESTUDIO DEL MODO DE INTERACCION MEDIANTE DICROISMO.
6.2.2.1. Complejos heterolépticos.

Se estudié mediante dicroismo circular los cambios conformacionales que se producen en el ADN
por medio del agregado de los complejos a una solucion de ADN. Se decidi6 realizar para los
complejos sintetizados con phen, 4metil-phen y neo debido a que entre estos complejos ya existe
una variedad de diferentes situaciones para estudiar a nivel de especies mayoritarias presentes en
solucion. Los espectros registrados se pueden observar en la Figura 6.0.2.
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Figura 6.0.2. Espectros de dicroismo circular obtenidos para los complejos heterolépticos de
cobre. En azul se encuentra el espectro para el ADN. A medida que el color verde se hace mas
claro, aumenta el agregado de complejo.

El espectro de dicroismo circular para ADN en conformacion B (conformacion en la que se
encuentra el ADN de timo de ternera) consiste en una banda positiva alrededor de 275 nm
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correspondiente al apilamiento de bases y una banda negativa alrededor de 245 nm debido a la
helipticidad. Cuando se da la interaccion por los surcos o electrostatica de una pequefia molécula
con ADN, estas bandas muestran o no pequefias perturbaciones en su intensidad, mientras que los
compuestos intercaladores ocasionan una intensificacion de ambas bandas [191-193].

En todos los espectros se puede observar que existe un mismo comportamiento de los complejos
en el modo de interaccion con el ADN. Se observa que la intensidad de la banda negativa alrededor
de 245 nm aumenta y la intensidad de la banda positiva alrededor de 275 nm va decayendo a
medida que aumenta la cantidad de agregado del complejo, lo cual sugiere un desenrollamiento de
la doble hélice, llegando a casi desaparecer por completo la propiedad optica del ADN. Este tipo
de comportamientos se asocia a un modo de interaccion de unidn por los surcos del ADN de los
complejos. A su vez, esto también sugiere un cambio en la conformacion del ADN pasando de la
forma B a la forma Z. Este tipo de comportamiento ya se ha visto en complejos previamente
reportados por el grupo como es el caso del complejo [Cu(ala-phe)(neo)]-4H>O [49], asimismo
como en otros trabajos con complejos de estructura similar a los complejos estudiados en este
trabajo como lo son [Cu(diclofenac):(phen)] y [Cu(di(2-picolil)amina)(phen)](ClO4)2, donde
ademas de presentar indicios de un modo de interaccion por medio de uniodn a los surcos del ADN
no descartan la intercalacion parcial de los complejos a pesar del cambio de conformacion del
ADN observado por la modificacion del espectro por el agregado de los complejos [191,194—196]

En trabajos previo del grupo, se estudié el modo de interaccion de los complejos Cu-diimina por
dicroismo circular, de forma de observar si el modo de interaccion varia por la presencia de los
ligandos fenilcarboxilico se pueden los comportamientos observados para cada una de las familias
de complejos heterolépticos y el complejo Cu-diimina correspondiente, siempre teniendo en
cuenta que las relaciones molares ([complejo]/[ADN]) usadas para esto difieren de las usadas en
este trabajo.

Para el caso de la especie [Cu(phen)]**
de 245 y 275 nm aumenta con el agregado de los complejos. Es esperable que para los complejo
1P y 3P el comportamiento difiera, debido a que la especie mayoritaria para el complejo 1P en
solucion no se asemeja a la especie [Cu(phen)]*"y para el complejo 3P no se descarta la presencia
de mezclas de especies en solucion. Sin embargo, el complejo 2P si presentan la misma especie
mayoritaria en solucion que el complejo [CuCla(phen)] el espectro obtenido no posee el
comportamiento esperado, al igual como se menciond previamente, la presencia del ligando L2, si
bien no presenta unidén al ADN, no deja de estar presente en solucion en su forma libre o formando

el complejo homolépticos. Ademas de la diferencia de las relaciones molares, la coexistencia de

se observd que en su espectro la intensidad de las bandas

diferentes especies en solucion influye en el comportamiento de los complejos con el ADN.

Para los complejos 4M, SM y 6M la especie mayoritaria determinada para cada uno de ellos en
solucion mantiene unido la diimina y el fenilcarboxilato, por lo que es esperado que el
comportamiento observado en el dicroismo circular para estos complejos difiera del de la especie
[Cu(4met-phen)]**, para la cual se observé que al aumentar su concentracion en la solucion con
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ADN, la intensidad de las bandas de 245 y 275 nm aumentaron con el agregado. Si bien, los
ligandos fenilcarboxilicos no se observd unidon al ADN, en los complejos homolépticos se
evidencio que al unirse al Cu(Il) si comienzan a presentar union al ADN. Por lo que se puede
justificar la diferencia del comportamiento de los complejos heterolépticos con respecto a la
especie [Cu(4met-phen)]>”.

Para los complejos sintetizados con neo, el comportamiento de los espectros obtenidos para los
tres complejos se asemeja los obtenidos para la especie [Cu(neo)2]*". Sin embargo, se puede ver
que en los complejos 7N, 8N y 9N la pérdida de la propiedad optica del ADN se ve mas marcada
que en el espectro de la especie [Cu(neo):2]*". Para los tres complejos se determiné que coexiste en
los tres casos la especie [Cu(neo)>]*" con una de Cu(l), si bien existen escasos estudios de la
interaccion de compuestos de cobre (I) con el ADN, habitualmente estos compuestos se ha
reportado que causan dafio al ADN mediante generacion de especies reactivas de oxigeno
[197,198]. La coexistencia de esta especie puede justificar que la pérdida de propiedad optica para
estos complejos se vea mas marcada con respecto a la observada en la especie [Cu(neo)2]*".

El modo de interaccién de los complejos con el ADN puede modificarse a medida que varia la
relacion molar entre ellos. Entre los estudios de determinacion de la constante de unién al ADN y
los estudios de modo de interaccion por dicroismo circular las relaciones molares
[complejo]/[ADN] se mantuvieron en ordenes similares, por lo que podemos decir que las
observaciones experimentales en los dos estudios se complementan. En este caso no se observo
una diferencia entre las especies que se presentan como dimero en estado sélido, y las que se
presentaron como monoémero como se discutio en las constantes de union, el comportamiento para
la mayoria de los complejos fue similar entre si, ajustandose més a una interaccioén por unioén a los
surcos del ADN.
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6.2.3 ESTUDIOS DEL MODO DE INTERACCION POR VARIACION DE VISCOSIDAD.
6.2.3.1. Complejos homolépticos.

Se realizé el estudio de variacion de la viscosidad del ADN con agregados de los complejos
homolépticos, de manera de determinar el modo de interaccion de estos con el ADN a partir de la
variacion del perfil de la viscosidad. Los perfiles obtenidos para los complejos homolépticos se
presentan en la Figura 6.0.3.
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Figura 6.0.3. Perfiles de variacion de viscosidad del ADN por agregado de los complejos
homolépticos de Cu(Il).

Los perfiles observados para los complejos van de la mano con los valores de constante unién
obtenidas para los complejos. En los perfiles obtenidos para los complejos homolépticos muestran
que, al aumentar la concentracion de estos en presencia del ADN, la viscosidad relativa de este
disminuye. Este comportamiento se ha visto para complejos que interactiian por los surcos del
ADN como es el caso de los complejos [Cu(NN)(batho)] [191], los cuales presentaron un perfil
similar a los observados a los presentados en la Figura 6.0.3. Asimismo, ademas de observarse
diferencia en los valores de constante de unién con los complejos [Cuz(nitrofenilacetato)s)(H20):]
Y [Cuzx(fenilbutanoato)s]n [155,160], también se observa una diferencia en los perfiles de variacion

de viscosidad relativa, donde para los complejos citados la viscosidad del ADN aumenta en
presencia de los mismos.
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6.2.3.2 Complejos heterolépticos.

El estudio por medio de variacion de viscosidad relativa del ADN se realizd con los mismos
complejos a los que se le hizo estudio por dicroismo circular, de manera de profundizar en los
resultados obtenidos entre los dos estudios previamente discutidos. La viscosidad del ADN es
altamente sensible a cambios en la longitud del ADN. El estudio del modo de interaccion por la
variacion de la viscosidad del ADN estd considerado uno de los mas confiable en cuanto a la
interaccion de pequefias moléculas en solucion.

En la Figura 6.0.4 se presentan los perfiles de variacion de viscosidad para los complejos
correspondientes a este trabajo, asi como los perfiles del ligando diiminico libre, y de la especie
Cu-diimina correspondiente en cada caso.
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Figura 6.0.4. Perfiles de variacion de viscosidad relativa del ADN por agregado de los
complejos heterolépticos, los complejos Cu-diimina, y el ligando diiminico correspondiente a
cada familia.

En estudios de otros grupos podemos observar que en complejos con esferas de coordinacion
semejantes a la de los complejos estudiados en este trabajo, como el complejo
[Cu(diclofenac)2(phen)], obtuvieron perfiles de viscosidad similares en compuestos que
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determinaron que eran intercaladores parciales y con un valor de constante de union al ADN del
mismo orden que los mencionados previamente para los complejos de este trabajo [191].

Para los complejos de phen, podemos ver que en el perfil de la diimina libre hay una pequefia
disminucién de la viscosidad en la relacion [complejo]/[ADN] de 0,125. Este comportamiento (que
también es observado en las otras diiminas libres) se asocia a modos de interaccion que produzcan
torceduras o que se doblen las hélices de los pares de base, efecto que se puede observar en
moléculas que intercalan parcialmente o intercaladores no clasicos al ADN como lo es el complejo
A-[Ru(phen)s;]** [199,200]. Sin embargo, al aumentar las relaciones molares el perfil cambia, la
viscosidad parece ir en aumento, por lo que se puede decir que a medida que se agrega phen al
ADN en un punto este satura todas las posiciones para el modo de interaccion a 0,125 y para
relaciones mayores el modo de interaccion comienza a ser otro.

En el complejo [CuCla(phen)] se observa que su perfil va aumenta a medida que la relacién molar
aumenta también, lo que significa que el complejo aumenta la viscosidad del ADN, esto puede
asociarse a un modo de interaccion de intercalacion del complejo en el ADN. Si bien el perfil se
asemeja al de un intercalador al ADN, la pendiente del perfil no (0,27), la cual se aproxima a la
estimada para compuestos que intercalan parcialmente o son intercaladores no clasicos al ADN
[201]. El bromuro de etidio, que es un intercalador clésico, posee una pendiente de
aproximadamente 1 [118], por lo que esto va de la mano con el modo de interaccion de
intercalacion parcial y de union por los surcos al ADN determinado para este compuesto por medio
de estudios de EPR de fibra [13].

Para el complejo 2P para el cual en solucion la especie mayoritaria es la misma que para el
complejo [CuClz(phen)], si bien el perfil no es exactamente igual, se puede observar una tendencia
de ir en aumento la viscosidad a medida que se aumenta la relacién molar [complejo]/[ADN].
Mismo comportamiento se observa para el complejo 3P, que en solucidon puede haber una mezcla
de especies, a partir de la relacion molar de 0,625 el comportamiento pareciera modificarse, lo que
podria significar que el modo de interaccion al aumentar el agregado de complejo comienza a ser
diferente. Sin embargo, la pendiente para estos dos perfiles estd muy proxima a 0,1 lo cual
representa un menor crecimiento en la viscosidad del ADN en presencia de estos complejos. Este
valor de pendiente en estudios de EPR de fibra para complejos Cu-3,4,7,8-tetrametil-1,10-
fenantrolina, los cuales poseen un modo de interaccion por union a los surcos del ADN [13].
Mismo caso podemos observar por el complejo 1P, a pesar de que la especie mayoritaria en
solucion para este complejo no es la misma que para los otros dos complejos, la pendiente del
perfil de variacion de viscosidad para este complejo es exactamente 0,1. Por lo tanto, para estos
complejos se confirma que el modo de interaccion es de union por los surcos a las relaciones
molares usadas para este estudio. Sin embargo, a medida que las relaciones molares se hacen
mayores el modo de interaccion pasa a ser otro por la presencia de mayor cantidad de complejo en
la solucion.
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En estudios de otros autores observaron que la variacion de la viscosidad del ADN aumentaba a
medida que el ligando diiminico estaba mas sustituidos por grupos metilos [202]. Segun esta
premisa, los complejos sintetizados con 4metil-phen y neo, deberian aumentar la viscosidad del
ADN en mayor medida que la de los complejos de phen. Este efecto no fue observado en nuestros
complejos. Al igual que para los complejos de phen, los complejos SM y 6M poseen un valor de
pendiente proximos a 0,1. Si bien, su perfil parece ir aumentando a medida que aumenta la relacién
molar, no es un aumento muy marcado, incluso la viscosidad relativa de los complejos (n/no) es
menor que la observada para los complejos de phen. Por lo que para estos complejos también se
puede decir que para las relaciones molares estudiadas el modo de interaccion con el ADN es de
union por los surcos. Sin embargo, para el complejo 4M la pendiente tiene un valor de 0,24 el cual
se aproxima a valores para compuestos que intercalan parcialmente o son intercaladores no
clasicos al ADN [201]. Esto podria significar que el complejo a las relaciones molares estudiadas
el modo de interaccion se diferencia de los otros dos complejos estudiados de la misma familia,
este complejo fue estudiado en DMSO y los otros dos complejos en solucion acuosa, por lo que la
diferencia de comportamientos puede justificarse.

Finalmente, en los complejos de neo se puede observar que el comportamiento del perfil de
variacion de viscosidad, tanto como para el complejo [CuClz(neo)] como para los complejos 7N,
8N y 9N, np es de aumento de la viscosidad a medida que aumenta la relacion molar
[complejo]/[ADN]. En el perfil del complejo [CuCla(neo)] se ve un aumento del perfil hasta la
relacién molar de 0,50, a partir de esta relacion se ve una tendencia a decaer la viscosidad del
ADN, lo cual puede deberse a que el modo de interaccion cambia.

En cierta medida, se observa el mismo comportamiento del complejo [CuClz(neo)] para 8N, pero
de manera menos marcada. Mientras que para los complejos 7N y 9N a partir de la relacion molar
de 0,5 se empieza a observa un comportamiento diferente al que presentan a relaciones molares
menores. Lo cual se puede adjudicar a una variacion del modo de interaccion del complejo con el
ADN. Estas variaciones del modo de interaccion se pueden deber a la presencia de la especie
reducida de Cu(l) que coexiste en los tres complejos. Las pendientes obtenidas para los 3
complejos son proximas a 0,1 por lo que se les puede adjudicar un modo de interaccion por union
a los surcos del ADN.
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6.2.4 CONCLUSIONES.

Los complejos se unen al ADN de las siguientes formas:

Los complejos homolépticos con los 4cidos fenilcarboxilicos interactian por los surcos del ADN,
de acuerdo con el orden de magnitud de su Ky y los estudios de variacion de viscosidad.

Los complejos heterolépticos se unen mayoritariamente por los surcos del ADN, de acuerdo con
el orden que presentan sus Ky, las modificaciones de sus espectros de DC y los estudios de
variacion de viscosidad. El complejo 4M es el unico que parece intercalar significativamente al
ADN.
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6.3 INTERACCION CON ADN DE LOS COMPLEJOS DE Ga(III).
6.3.1 CONSTANTES DE UNION.

Para los complejos analogos a los de cobre, Gal, Ga2 y Ga3 se les determind las constantes de
union al ADN por medio del método espectrofotométrico en soluciones de DMSO. En la siguiente
tabla se puede observar los valores obtenidos para cada uno de los complejos:

Tabla 6.0.6. Constantes de union al ADN obtenidas para los complejos homolépticos.

Codigo Complejo Kb x 10> (M)
Gal [Ga(Gly-Val)>(NO3)]- 18H20 3,3
Ga2 [Ga(Gly-Phe)2(NO3)]-2Ha0 4.6
Ga3 [Gaa(Ala-Phe)>(NO3)2(OH),]-0,5H,0 4,0

La constante de unién de los complejos de Ga(Ill) se encuentran en un orden de 1x10°. Si
comparamos estos complejos con otros complejos de Ga(Ill) encontrados en la bibliografia se
observan valores mas altos de constante de union que los obtenidos para los complejos en este
trabajo, entre 10*- 10° [203—207]. Para estos complejos, si bien, la constante de unién al ADN se
encuentra a valores para moléculas que son intercaladores parciales al ADN, para todos ellos
llegaron a la conclusion que el modo de interaccion de los complejos al ADN es de union por los
surcos. Los complejos encontrados en la bibliografia son estructuralmente muy diferentes a los
estudiados en este trabajo, la mayoria poseen un mayor nimero de anillos aromaticos que
favorecen la intercalacion de los complejos al ADN. No existen muchos antecedentes de estudio
de interaccion con ADN de complejos de galio como los presentados en este trabajo. Sin embargo,
si se observa una mayor unién de los complejos de galio con respecto a sus andlogos de cobre en
su constante de union.

Es importante mencionar que, al igual que para los complejos de cobre, las relaciones molares
[complejo]/[ADN] a las que se realizan los estudios también es importante para la comparacion de
los modos de interaccion con el ADN. Por lo que es posible que los valores de constante de union
de los complejos encontrados en la bibliografia con los estudiados en este trabajo sean diferentes.
Para profundizar en este comportamiento se realizaron estudios de modo de interaccion por medio
de dicroismo circular.
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6.3.2 ESTUDIOS DEL MODO DE INTERACCION POR VARIACION DE VISCOSIDAD.

Se realizd de forma complementaria el estudio de la variaciéon de la viscosidad del ADN por
agregado de complejos, para confirmar el modo de interaccion de los complejos con el ADN.

1.10 —e— GalL1 —e— GalL.2 —e— Gal.3

1.05

mm)"”

1.00

r T T T r T r T T T r T
0.000 0.125 0.250 0.375 0.500 0.625 0.750

[Complejo])/[ADN]

Figura 6.0.5. Perfiles de variacion de viscosidad relativa del ADN por agregado de los
complejos homolépticos de Ga(IlI).

En la Figura 6.0.5, se observa el perfil de viscosidad de cada uno de los complejos homolépticos
de Ga(Ill) donde a medida que aumenta la concentracion de complejo presente en solucion
pareciera que la viscosidad del ADN aumenta también. El perfil obtenido para cada uno de los
complejos se asemejan a los observados por Leitao y colaboradores, en complejo de Ga(IIl) con
hidrazonas [208].

Este comportamiento, como se menciond previamente, se da para compuestos que intercalan al
ADN. Sin embargo, la pendiente de cada uno de los perfiles de viscosidad de cada uno de los
complejos se aproxima a 0,1. Por lo tanto, para estos complejos se confirma que el modo de
interaccion es de union por los surcos a las relaciones molares usadas para este estudio. Lo cual
complemente con lo observado previamente para los complejos.
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6.2.3 CONCLUSIONES.

Los complejos de Ga(IIl) se unen al ADN mediante unidn a los surcos. Esto se evidencia por las
constantes de union obtenidas y los perfiles de variaciéon de viscosidad relativa del ADN por
agregado de complejos
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6.4 INTERACCION CON MODELOS DE MEMBRANAS LIPIDICAS DE
LOS COMPLEJOS HETEROLEPTICOS DE Cu(II).

6.41 ESTUDIOS DE INTERACCION POR MEDIO DE CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).

El estudio de interaccion con modelos de membranas se realizo, al igual que los estudios de
interacciéon con ADN, para los complejos sintetizados a partir de phen, neo y 4met-phen. Se
obtuvieron los termogramas para cada uno de los complejos, y el complejo Cu-diimina
correspondiente en presencia de una mezcla de membranas de DPPC/DPPS, los cuales se pueden
observar en las Figuras 6.0.6, 6.0.7 y 6.0.8.
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Figura 6.0.6. Termogramas de DSC del modelo de membrana DPPC/DPPS en presencia de los
complejos 1P, 2P y 3P.

En la Figura 6.0.6, se muestra los termogramas para los modelos de membrana con la presencia de
los complejos heterolépticos con phen y del complejo [CuCla(phen)], ademds del termograma
control de la membrana libre. En este ultimo, identificamos un pico asociado a la transicion de
fase gel a la fase fluida de los fosfolipidos que ocurre aproximadamente a 42 °C. En cada uno de
los complejos se observa una modificacion del perfil observado para la membrana libre, lo que
indica que existe una interaccion de los complejos con la misma. En cada uno de los termogramas
de los complejos heterolépticos se observa un perfil distinto de termograma, es decir, cada uno
puede estar interactuando de forma distinta con la membrana. El caso donde se observd una
variacion mas extrema fue en presencia del complejo 1P que indujo el aparecimiento de dos nuevos
picos (uno de ellos en forma de “hombro” entre las temperaturas 47 y 50°C). El resto de los
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complejos, con excepcion de [CuCly(phen)], indujeron la aparicion de un pico en forma de hombro
alrededor de 50°C. En la Tabla 6.0.7, se presentan la temperatura de transicion registrada y el valor
de AH para cada uno de los complejos y de la membrana libre.

Tabla 6.0.7. Temperatura de transicion (Ty) y variacion de la entalpia asociada a la transicion gel-
fluido de los lipidos de la membrana en presencia cada uno de los complejos y la membrana libre.

DPPC/DPPS 1P 2P 3P [CuCl2(phen)]
42,4
o 2
T¢(°C) 42.8 46,9 41,9 41,2 41,9
AH (kcal/mol) 8,84 6,20 7,65 7,50 7,62

Como se muestra en la Tabla 6.0.7, existe variaciones en la temperatura de transicion y de AH en
todos los casos, pero de diferentes magnitudes, esto es evidencia de que existe interaccion de los
complejos con la membrana a diferentes niveles para cada complejo. En el caso del complejo 2P
la variacion de la temperatura de transicion y de AH fue igual a la del complejo [CuCla(phen)],
este comportamiento era el esperado, debido a que en solucién los dos complejos presentan la
misma especie mayoritaria. Estos valores van de la mano con el perfil del termograma obtenido
para cada uno de los complejos, como se observa en la Figura 6.0.6, ambos termogramas se
superponen en el grafico por la similitud de los comportamientos. Los valores de temperatura de
transicion y de AH del complejo 3P muestran una mayor variacion con respecto a los observados
para el complejo 2P, esto puede deberse a que los complejos interactiian de manera diferente por
la diferencia estructural de la especie mayoritaria en solucion, marcada por la presencia del ligando
L3 en la estructura del complejo 3P. Para el complejo 1P, se observa un comportamiento distinto
a los mostrados por los otros dos complejos. En este caso se observa la presencia de dos picos de
temperatura para el termograma del complejo, una por debajo (42,4 °C) y otra mayor (46,9 °C) del
valor registrado para la membrana DPPC/DPPS, ademdas de un pico alrededor de 50°C. La
presencia de nuevos picos indica la formaciéon de nuevos dominios lipidicos en la membrana
causado por la presencia de los complejos. Este comportamiento diferente al observado para los
otros complejos es justificado por la diferencia de la estructura de la especie mayoritaria del
complejo en solucion con respecto a la de los complejos 2P y 3P.

El perfil observado para el complejo 1P puede deberse a una interaccion del complejo con un
dominio particular de la membrana, por encima del otro. Schultz y colaboradores, por medio de
espectros infrarrojos determinaron la coexistencia de agregados en su forma libre de DPPC y
DPPS, como de agregados unidos a otra molécula en la mezcla de la membrana DPPC/DPPS y a
su vez, que las moléculas de DPPC tienen un punto de fusion, en la mezcla, menor que el del DPPS
[209]. Por lo que la diferencia de intensidad de los picos en el termograma del complejo 1P puede
deberse a una mayor presencia de la membrana DPPC/DPPS en su forma unida al complejo 1P
con respecto a la forma libre de la membrana DPPC/DPPS. Asi como también la interaccion con
uno de los dos lipidos presente en la membrana, lo cual causa la intensificacion o disminucion de
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uno de los picos. A partir de este estudio no se puede definir cual de los dos es la interaccion que
se da para este complejo.

Asimismo, en trabajo de interaccion de moléculas con la membrana DPPC/DPPS o de otras
membranas, observaron que cuando se da una penetracion de la molécula a la membrana la
temperatura de transicion de la membrana disminuye y la entalpia de transicion aumenta, como
fue lo reportado por Barroso y colaboradores en la interaccion de amodiaquina con el mismo
modelo de membrana [124,210]. Si bien, la temperatura de transicion del modelo de membrana
disminuye en presencia de los complejos, la entalpia de transicion también disminuye en presencia
de los complejos, por lo que puede significar que no exista penetracion de los complejos a la
membrana DPPC/DPPS y el modo de interaccion sea otro.
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Figura 6.0.7. Termogramas de DSC del modelo de membrana DPPC/DPPS en presencia de los
complejos 4M, SM y 6M.

Al igual como se observo para los complejos de phen, los complejos 4met-phen también causan
una modificacion del perfil de la membrana DPPC/DPPS, confirmando la interaccion de estos con
la membrana. En la Figura 6.0.7, se observa en los termogramas un claro corrimiento de la
temperatura de transiciéon a mayores temperaturas en todos los complejos. En el caso de los
complejos SM y 6M presentan dos picos en los termogramas. En presencia del complejo SM se
observa un pico en forma de “hombro” cerca de 50°C de poca intensidad, que coincide con el pico
de mayor intensidad en presencia del complejo 6M. Y en presencia del complejo 6M se observa
también un pico en forma de “hombro” de poca intensidad que coincide con el de mayor intensidad
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en presencia del complejo SM. En presencia del complejo 4M el comportamiento es distinto en
comparacion de lo discutido previamente, para este se observa solo la presencia de un pico en el
termograma. Estos comportamientos pueden indicar que la interaccion de los complejos con el
modelo de membrana es diferente para cada uno. En la Tabla 6.0.8 se muestran los valores de
temperatura y variacion de la entalpia de transicién para cada uno de los complejos en presencia
de la membrana DPPC/DPPS.

Tabla 6.0.8. Temperatura de transicion (Ty) y variacion de la entalpia asociada a la transicion gel-
fluido de los lipidos de la membrana en presencia cada uno de los complejos y la membrana libre.

DPPC/DPPS  4M 5M 6M  [CuCly(4met-phen)]
44,2 43,8
(e] b ’
Tt (°O) 428 45,9 46.8 46.4 44,1
AH (kcal/mol) 8,84 7,75 6,05 6,10 6,62

El comportamiento observado en presencia de los complejos SM y 6M se evidencia por la
presencia de dos valores de temperatura de transicion, ambos valores se encuentran muy por
encima del de la membrana DPPC/DPPS, al igual que el observado en la presencia del complejo
4M. Mientras que los valores de entalpia de transicion se encuentran por debajo de la observada
para la membrana libre. Todos los valores de temperatura y entalpia de transicion para los
complejos difieren de los observados para el complejo [CuClo(4met-phen)], que se puede justificar
debido a la diferencia que existe entre las especies mayoritarias para los complejos.

A diferencia de los complejos de phen, el comportamiento observado para estos complejos es
distinto debido a que la temperatura de transicion aumenta en vez de bajar. Este comportamiento
fue observado por Cetinel y colaboradores en la interaccion de miltefosina con el lipido DPPC,
donde concluyeron que estos corrimientos a temperatura mayores se dan por la presencia de un
mayor porcentaje de moléculas de DPPC en su forma rica de miltefosina [211]. Por lo que es
posible que a la concentracién usada para la interaccion de los complejos con la membrana
DPPC/DPPS, la mayoria de las moléculas presentes de la membrana se encuentren en su forma
unida a los complejos, lo que tiene como consecuencia el aumento de la temperatura de transicion.
Mientras el valor de AH disminuye con respecto a la observada para la membrana, al igual como
se menciond previamente esto puede significar que el complejo no penetra la membrana, pudiendo
ser una interaccion superficial del complejo con la misma, en todos los casos.

En la Figura 6.0.8 se muestran los termogramas para los modelos de membran en presencia de los
complejos de la familia de neo, se puede observar que en presencia de los complejos 7N, 8N y 9N
modifican el perfil observado para la membrana DPPC/DPPS lo que confirma que existe la
interaccion de los complejos con la membrana. Asi como también estos perfiles son distintos entre
si, lo cual va de acuerdo con las especies mayoritarias para cada uno son diferentes y el tipo de
interaccion con la membrana DPPC/DPPS puede ser distinto para cada uno de ellos.
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Figura 6.0.8. Termogramas de DSC del modelo de membrana DPPC/DPPS en presencia de los
complejos 7N, 8N y 9N.

En la Tabla 6.0.9 se presentan los valores de temperatura y entalpia de transicion para cada uno de
los complejos heterolépticos y del complejo [CuCla(neo)].

Tabla 6.0.9. Temperatura de transicion (T¢) y variacion de la entalpia asociada a la transicion gel-
fluido de los lipidos de la membrana en presencia cada uno de los complejos y la membrana libre.

DPPC/DPPS TN 8N 9N [CuCl2(neo)]
43,1 42,2
o > s
Tt (°C) 42,8 46,6 483 42,1 41,2
AH (kcal/mol) 8,84 6,15 421 7,89 7,75

La variacion de los valores presentados en la Tabla 6.0.9 van de la mano con los perfiles obtenidos
para cada uno de los complejos donde se evidencia una diferencia entre cada uno de ellos. En el
caso del complejo 7N, el perfil observado para este es similar al encontrado para el complejo 1P,
para el cual se discutio la posibilidad de que dicha diferencia sea por la presencia de una mayor
concentracion de moléculas de la membrana DPPC/DPPS unidas al complejo o por la interaccion
del complejo con uno de los dos lipidos presente en la membrana. Para el caso del complejo 7N,
se encontro evidencia en solucion la coexistencia de la especie de Cu(I) [Cu(neo)2]"y de Cu(Il)
[Cu(neo)2]**, lo que puede estar ocasionando la interaccion de cada uno de las especies con los
diferentes lipidos en la membrana. El aumento de la temperatura de transicion mostrado en ambos
picos, como se discutié previamente, es evidencia de la presencia de una mayor concentracion de
la forma de la membrana DPPC/DPPS unida al complejo, al ser dos especies distintas en solucion
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puede darse la presencia de dos agregados de la membrana unido cada uno a las especies
[Cu(neo)2]"y [Cu(neo)2]*".

En el caso del complejo 8N se observa también la presencia de dos picos como en el complejo 7N,
al igual que para el complejo previamente discutido se da la coexistencia de la especie [Cu(neo)2]"
y [Cu(L2)(neo)]" en solucion, por lo que en ambos complejos se podria estar dando la misma
situacién. Sin embargo, en el termograma del complejo 8N solo una de las temperaturas de
transicion esta por encima de la observada para la membrana y el otro se encuentra por debajo, asi
como la intensidad de estos se ve muy disminuida con respecto al resto de los complejos, asi como
el valor de AH, por lo que el tipo de interaccion sea distinta. En el trabajo realizado por Freddi en
interaccion de compuestos de Cu(II) con el lipido DPPC, observo una disminucion de la intensidad
del pico de la membrana y un corrimiento a menores temperaturas donde se concluy6 que el tipo
de interaccion pueda darse por el grupo localizado en la cabeza polar del lipido [212,213].

Finalmente, el complejo 9N se observa una disminucion de la temperatura y la entalpia de
transicion, por lo que la penetracion del complejo a la membrana puede descartarse [124,210]. El
tipo de interaccion puede darse de forma superficial con la membrana, pero en este experimento
no se puede concluir con certeza que este sea el modo de interaccion.
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6.4.2 ESTUDIOS DE INTERACCION POR MEDIO DE EPR.

Se midieron los espectros de EPR de los complejos en presencia de la membrana DPPC/DPPS, de
forma complementaria de los estudios de calorimetria discutidos previamente. De manera de
evidenciar un cambio en el entorno del centro metalico, se presentan los espectros de EPR de los
complejos en solucién y luego en presencia de la membrana a temperatura ambiente. Las
soluciones fueron preparadas de la misma forma usada para el estudio de calorimetria, como se
describi6 en el capitulo de material y métodos.
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Figura 6.0.9. Espectros EPR de los complejos 1P, 2P y 3P en solucidn y en presencia de la
membrana DPPC/DPPS a temperatura ambiente.
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Figura 6.1.0. Espectros EPR de los complejos 4M, SM y 6M en solucion y en presencia de la
membrana DPPC/DPPS a temperatura ambiente.
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Figura 6.1.1. Espectros EPR de los complejos 7N, 8N y 9N en solucion y en presencia de la
membrana DPPC/DPPS a temperatura ambiente.

En las Figuras 6.0.9, 6.1.0 y 6.1.1 se presentan los espectros EPR de los complejos heterolépticos
en solucion y en presencia de la membrana DPPC/DPPS a temperatura ambiente. Si comparamos
los espectros de los complejos en solucidon y en presencia de la membrana, se observa un cambio
evidente en la forma del espectro para cada uno de los complejos. Los espectros de los complejos
1P, 2P, 3P, 4M, SM y 6M en solucion a temperatura ambiente presentan un espectro anisotropico
con simetria axial esperado para complejos de Cu(Il) [214,215], mientras que en presencia de la
membrana este perfil se ve modificado con el desaparecimiento de la estructura hiperfina
caracteristica de Cu(Il). Este comportamiento da indicio de un cambio en el entorno de
coordinacion del centro metdlico, lo cual puede significar la posible unidon del complejo a la
membrana con formacion de “clusters” conteniendo Cu(Il), lo que explicaria la ausencia de las
lineas hiperfinas. Esto puede deberse a la union de los complejos a los agregados de membrana
DPPC/DPPS, debido a como se observo en los estudios de calorimetria, no se evidencia una
penetracion de los complejos en la membrana por lo que la interaccion pude darse por union
superficial del complejo a la membrana. Si bien, se puede confirmar una unién de los complejos a
la membrana, no se puede diferenciar a que region de la membrana los complejos se estan uniendo.

En la Figura 6.1.1 se observa que el comportamiento de los complejos 7N, 8N y 9N es diferente
en comparacion al de los complejos previamente mencionados. Se observa que el perfil de los
espectros EPR en presencia de la membrana llevo a los complejos a un estado monomérico con
diferentes grados de movilidad del Cu(Il), se observa un perfil donde se observan las 4 lineas
correspondientes al acoplamiento hiperfino para complejos de Cu(Il) [88]. En el complejos 9N se
observa movilidad del Cu(II), mientas que en el caso de los complejos 7N y 8N, se observa que el
espectro EPR para cada uno de ellos en presencia de la membrana se asemejan mas a los
observados para los complejos en solucion congelada, siendo el complejo 8N para el que se
observan menos grados de movilidad del Cu(Il). Esto puede indicar que la unién del complejo al
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modelo de membrana DPPC/DPPS es tan fuerte que los complejos quedan rigidamente unidos a
la misma, lo que logré simular un comportamiento a bajas temperaturas.
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6.4.3 ESTUDIOS DE INTERACCION POR MEDIO DE EPR CON MARCADORES DE
ESPIN.

De forma de complementar los estudios previos, se realizaron estudios de interaccion por EPR
usando fosfolipidos conteniendo marcadores de espin, lo que permite estudiar la interaccion
complejo-membrana desde el punto de vista de los fosfolipidos. Este estudio se realizé buscando
indicios de en qué region se esta dando la union de los complejos con la membrana DPPC/DPPS.
Para esto se usaron dos marcadores: 14-PC (posicion 14 del lipido) y DOPTC (cabeza del lipido).
El estudio se realizo solo con el complejo 8N, debido a que tanto como en el estudio de calorimetria
y en el espectro EPR en presencia de la membrana, mostr6 un comportamiento diferente a los
vistos para los otros complejos.

—— DPPC/DPPS_DOPTC —— 8N-DPPC/DPPS_DOPTC —— DPPC/DPPS_14PC —— 8N-DPPC/DPPS_14PC
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Figura 6.1.2. Espectros EPR de las membranas DPPC/DPPS marcada con DOPTC y 14-PC en
presencia del complejo 8N a temperatura ambiente.

En la Figura 6.1.2 se muestra los espectros EPR de las membranas con los marcadores DOPTC y
14-PC, en ambos casos se puede observar una modificacion del perfil de los espectros muy fuerte.
Al ser muy fuerte la modificacion en presencia de ambos marcadores, no se puede distinguir si la
interaccion del complejo con la membrana se da por la cabeza, la cola o por la cadena alifética,
debido a que al interactuar por una de las dos regiones la otra se puede estar viendo afectada debido
a que su entorno se ve alterado por la presencia del complejo en regiones cercanas, esto causando
también una modificacion del espectro EPR registrado. En ambos casos, las modificaciones
observadas en los espectros EPR sugieren una disminucién en la movilidad de la sonda de espin,
teniendo como consecuencia un alargamiento de lineas (DOPTC) o de la resolucion caracteristica
de campo alto (14-PC). En el caso de DOPTC el alargamiento observado puede ser debido a la
formacion de “clusters” de fosfolipidos como consecuencia de la fuerte inmovilizacion sufrida por
el complejo en presencia de la membrana (Fig. 6.1.1). Esto también explicaria el aparecimiento de
un pico a mayores temperaturas en el termograma de DSC de la membrana en presencia del
complejo 8N (Fig. 6.0.8).
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De manera de buscar un indicio que permita identificar la afinidad del complejo 8N por alguna de
las regiones de la membrana DPPC/DPPS otros experimentos con diferentes composiciones de
membrana fueron llevados a cabo con los marcadores DOPTC y 14-PC.

Uno de los primeros estudios que se realizo fue el de cambiar la composicion de las membranas
de manera de determinar si existe una afinidad por una de las regiones de la membrana
DPPC/DPPS. Primeramente, se cambio la membrana por la composicion POPC/POPS, en este
caso se mantienen la cabeza polar de los lipidos como en la membrana DPPC/DPPS, pero se
modifica la cadena carbonica por PO (palmitoil-oleil) que son cadenas conteniendo una
insaturacion. Y como segundo experimento, se modificd por una composicion DPPC/DPPG donde
la cabeza polar del lipido PG (fosfoglicerol) posee misma carga que la PS (fosfo-L-serina), pero
con la diferencia de la presencia de un grupo amino en el segundo.

—— POPC/POPS_DOPTC —— 8N-POPC/POPS_DOPTC —— DPPC/DPPG_DOPTC —— 8N-DPPC/DPPG_DOPTC
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Figura 6.1.3. Espectros EPR de las membranas POPC/POPS y DPPC/DPPG marcada con
DOPTC en presencia del complejo 8N a temperatura ambiente.

En ambos casos se hizo uso de los dos marcadores, 14-PC y DOPTC. En la Figura 6.1.3 se
muestran solo los espectros con el marcador DOPTC en presencia del complejo 8N debido a que
con el marcador 14-PC no se observd ninguna modificacion del perfil del espectro EPR en ambas
composiciones de membrana. Si bien existe una modificacién de los espectros observados en la
Figura 6.1.3, si los comparamos con los observados en la membrana DPPC/DPPS son
modificaciones muy leves, por lo que no existe el mismo nivel de afinidad del complejo 8N con
estas nuevas composiciones de membranas.

Sin embargo, este estudio nos ayuda a identificar que la afinidad del complejo 8N con la
membrana, puede darse tanto por la carga o como la composicion de la cabeza polar PS de la
membrana. Debido a que al usar una membrana como la POPC/POPS se observa una modificacioén
del perfil por la interaccion del complejo, asi como también cuando se realiza con una membrana
con una carga similar como lo es la membrana DPPC/DPPG.
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—— DPPC_DOPTC —— 8N-DPPC_DOPTC —— DPPC_14PC —— 8N-DPPC_14PC
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Figura 6.1.4. Espectros EPR de las membranas DPPC marcada con DOPTC y 14PC en
presencia del complejo 8N a temperatura ambiente.

En la Figura 6.1.4, se observan los espectros EPR del lipido DPPC en presencia del complejo 8N
con los marcadores DOPTC y 14-PC. En el estudio previo se observaron indicios que la afinidad
del complejo con la membrana DPPC/DPPS podria darse por la composicion o carga de la cabeza
porlar PS de la membrana, una forma de descartar o confirmar esta teoria fue realizando el mismo
estudio con el lipido DPPC. Como se observa en los espectros, tanto como en presencia del
marcador DOPTC como con el marcador 14-PC los espectros no presentan ningun tipo de
modificacion. Esta observacion ayuda confirmar la teoria previamente discutida, donde la afinidad
del complejo 8N con la membrana DPPC/DPPS viene dada por la presencia del lipido DPPS en su
composicion.

Si bien, es posible que esta interaccion se esté dando por la cabeza polar PS de la membrana, es
posible que la modificacion del perfil del espectro EPR del marcador 14-PC en la membrana
DPPC/DPPS (Fig. 6.1.2), este siendo influenciado por la presencia del complejo en su entorno.
Para confirmar esta teoria se realizaron modificaciones de la membrana de forma de complicar
mas su composicion y aproximarla a su composicion real a nivel biologico [216], asi de esta
manera la cadena alifatica del lipido DPPS estaria, estéricamente, mas alejada del complejo 8N.
Por lo que la modificacion del espectro del marcador 14-PC deberia hacerse menor en comparacion
a la observada en la Figura 6.1.2.
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—— DPPC/DPPS+COL_DOPTC —— 8N-DPPC/DPPS+COL_DOPTC —— DPPC/DPPS+COL_14PC —— 8N-DPPC/DPPS+COL_14PC
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Figura 6.1.5. Espectros EPR de las membranas DPPC/DPPS+Colesterol marcada con DOPTC y
14PC en presencia del complejo 8N a temperatura ambiente.

Esta primera composicion se realizd a partir de: 26% colesterol, 37% DPPC y 37% DPPS, la cual
se midi6 usando DOPTC y 14PC como marcadores a temperatura ambiente. Los espectros
obtenidos se presentan en la Figura 6.1.5. Se puede observar que el perfil del espectro del marcador
14-PC practicamente no se modifica en presencia del complejo 8N, sin embargo, al usar el
marcador DOPTC se sigue observando una modificacion en el espectro. Estos comportamientos
observados en ambos espectros van con lo propuesto previamente. Al aumentar la complejidad de
la membrana usada el centro de union de esta con el complejo, en este caso la cabeza polar PS, se
ve mas alejado de la cadena alifatica de la membrana y el entorno de esta no se ve afectado por la
presencia del complejo 8N, lo que se traduce a una no modificacion del espectro al marcar el
carbono en la posicion 14.

Comp. A_DOPTC —— 8N-Comp. A_DOPTC Comp. A_14PC —— 8N-Comp. A_14PC
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Figura 6.1.6. Espectros EPR de la Composiciéon A marcada con DOPTC y 14PC en presencia
del complejo 8N.

Por ultimo, se hizo otra mezcla de la membrana DPPC/DPPS usando colesterol y esfingomielina,
de forma de complicar mas la composicion de la membrana. Con una composicion 25% colesterol,
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15% esfingomielina, 30% DPPC y 30% DPPS (Composicion A). Los espectros obtenidos con los
marcadores DOPTC y 14PC en presencial del complejo 8N a temperatura ambiente, se pueden
observar en la Figura 6.1.6. Si bien, existe una muy leve modificacion del perfil del espectro del
marcador 14-PC, la modificacion en el espectro DOPTC en presencial del complejo sigue siendo
muy fuerte a pesar de la complejidad de la composicion de la membrana. Esto confirma la fuerte
interaccion del complejo observada en los estudios por calorimetria y por EPR. A su vez, termina
de confirmar la interaccion del complejo con la cabeza PS de la membrana.

En suma, se puede concluir que el complejo 8N posee una fuerte afinidad por la cabeza PS de la
membrana, y que esta interaccién no es por cargas, se sigue observando un alargamiento de las
lineas del EPR del DOPTC, que sugiere la formacion de “clusters” de los fosfolipidos con el
complejo 8N. Asi como también, la mayoria de las interacciones fuertes se observaron con el
marcador DOPTC, de lo que se puede concluir que las interacciones estan sucediendo en la cabeza
de los lipidos. Si observamos la estructura de la membrana DPPS, se encuentra un carboxilato que
en uno de sus oxigenos se encuentra una carga negativa [49], la afinidad de Cu(II) por el oxigeno
puede estar ocasionando la preferencia del complejo por este tipo de lipido.

Estas conclusiones ayudan a explicar el comportamiento observado en el termograma obtenido
para la membrana en presencia del complejo 8N (Fig. 6.1.1). Como se habia mencionado, en la
bibliografia se encontrd que en la mezcla DPPC/DPPS, el lipido DPPS posee un punto de fusion
mayor que el del DPPC [38], y en el caso de la presencia del complejo 8N el pico correspondiente
a la temperatura del DPPS se ve disminuido en comparacion del correspondiente al DPPC. Esto
puede dar indicios de la preferencia del complejo 8N a unirse por lipido DPPS a la membrana.
Mientras que en el caso de los complejos 1P, 6M y 7N donde se observan también dos picos,
siendo el de menor intensidad el correspondiente al lipido DPPC, no se puede dar total seguridad
que los complejos estén prefiriendo la unioén a la membrana solo por este lipido. Es posible que en
el caso de estos complejos se esté dando la unidon de los complejos a la membrana por ambos
lipidos, y exista mayor proporcion de una de las dos situaciones por lo que permite observar una
leve division de las temperaturas de transicion en los termogramas. Mientras que en los complejos
que no vemos esta division en el termograma obtenido, puede ser debido a que la unién por uno
de los dos lipidos que conforman la membrana es mucho mayor en proporcion con respecto a la
otra. La afinidad observada en el complejo 8N por la cabeza polar PS de la membrana, puede dar
indicios que el resto de los complejos pueden preferir esta también al momento de unirse a la
membrana y en alguno de ellos se presenta en mayor proporcion.
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6.4.4 CONCLUSIONES.

Los complejos interactian con la membrana por union superficial de los complejos con la
membrana.

En los espectros EPR de los complejos en presencia de la membrana, se observo que para los
complejos de neo se obtuvieron perfiles para complejos de Cu(Il) con menor grado de movilidad
con respecto al resto de complejos.

Se observo una preferencia del complejo 8N por la membrana DPPC/DPPS, asociada a la presencia
de la carga negativa en el carboxilato presente en la cabeza polar PS.
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Capitulo 7 — Actividad citotdxica in vitro

7.1 Complejos de Cu(II).
7.1.1 Complejos homolépticos.

En la Tabla 7.0.1, se presenta los valores de ICso para los complejos homolépticos y los ligandos
fenilcarboxilicos usados para la sintesis de los complejos. Se prepararon las soluciones en DMSO
de los complejos inmediatamente al momento de realizar las medidas bioldgicas.

Tabla 7.0.1. Actividad citotoxica expresada como ICso a 48 h en cultivos de lineas celulares
tumorales y no tumorales de los complejos homolépticos de Cu(Il).

Citotoxicidad, ICso (WM=£SD)

Compuesto MDA-MB-231 MCF-7 A549 A278cis MRC-5
L1 >100 >100 >100 >100 >100
CulL1 >50 >50 >50 26,80 + 4,50 >50
L2 >100 >100 >100 >100 >100
Cul2 >50 20,20+0,78 >50 13,50 £ 0,57 >50
L3 >100 >100 >100 >100 >100
Cul3 >50 >50 >50 7,85+ 0,86 >50
Cisplatino 12,43 £ 0,20 8,91+2,60 14,40 £1,40 26,90+0,60 29,10+£0,78

Los ligandos libres no presentan actividad citotoxica (a las concentraciones estudiadas), tanto en
las lineas celulares tumorales y no tumorales. Los complejos homolépticos, presentan mayor
actividad citotoxica, incluso pudiéndose determinar valores de ICso para todos en la linea
cancerigena A278cis, y en la linea cancerigena MCF-7 en el caso del complejo CuL.2.

Este comportamiento es el esperado para complejos conteniendo como centro metalico Cu(Il),
debido a que este metal posee actividad citotoxica per se [217] y nuestro objetivo era trasladar esta
actividad a los complejos. En comparacion con los valores reportados para el Cisplatino, los cuales
también se encuentran en la Tabla 7.0.1, en la linea cancerigena MCF-7 el complejo CuL.2 presenta
citotoxicidad, pero menor a la obtenida para el Cisplatino. En las lineas celulares tumorales MDA -
MB-231 y A549, el Cisplatino presenta mayor actividad que los complejos homolépticos.

Los complejos son buenos agentes citotoxicos frente a la linea A278cis, de acuerdo con la
clasificacion de Santini y colaboradores [5], mientras que en las otras lineas estudiadas son poco
activos. Tanto como CulL2 y CuL3 son mas toxicos que el Cisplatino para la linea celular
mencionada y a su vez son menos toxicos que el Cisplatino en la linea celular no tumoral estudiada,
lo que genera interés en estudiar la actividad de estos complejos en otras lineas celulares tumorales,
incluyendo las que presentan resistencia al Cisplatino. El complejo mas activo es el CuL3, seguido
por el CuL.2 y finalmente CuLL1. Esto puede relacionarse con la lipofilia de los complejos, ya que
el complejo mas lipofilico es el mas citotoxico. No se observa relacion directa con las constantes
de union al ADN (kb).
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Comparando los resultados obtenidos de ICso de los complejos homolépticos con otros complejos,
como lo son [Cu(ala-phe)] y [Cu(phe-ala)] para los cuales se obtuvieron valores de 1Cso para las
lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, con valores de 165 y 125 M respectivamente para cada
uno de los complejos [218], donde se observa que el complejo Cul.2 presenta mayor actividad en
la linea MCF-7. Comparando con otros complejos homolépticos de Cu(Il) sintetizados a partir de
acidos carboxilicos, se observa que los complejos [Cu(salicilato)2(H20)] y [Cu(3,5-
diisopropilsalicilato)>(H20)] [219] presentan, a 96 h de incubacién, menor actividad que el
complejo CuL2 en la linea celular MCF-7 (ICso 100 y 78 uM, respectivamente). Mismo
comportamiento se observa para el complejo [Cu(nalidixiato)2(H>O)] [220], este complejo a 48 h
de cultivo presenta un valor de ICso de 200 M, por encima el determinado para el complejo CuL.2.
Sin embargo, al estudiar el complejo [Cu(salicilato)(H2O)] en la linea tumoral de pulmén A549
[221], este complejo presenta mayor actividad en esta linea que nuestros complejos homolépticos.
El complejo [Cu(salicilato)>(H20)] también fue estudiado en la linea tumoral de colon HT29,
resistente al Cisplatino, para los cuales el complejo no present6 actividad ante esta linea a las
concentraciones estudiadas [219].

7.1.2 Complejos heterolépticos.

Los valores de citotoxicidad para los complejos se presentan en la Tabla 7.0.2. Al igual que para
los complejos homolépticos, se prepararon soluciones acuosas o en DMSO, segtn solubilidad, de
los complejos inmediatamente al momento de realizar las medidas bioldgicas.

Tabla 7.0.2. Actividad citotoxica expresada como ICso a 48h en cultivos de lineas celulares
tumorales y no tumorales de los complejos de heterolépticos de Cu(Il).

Citotoxicidad, ICso (WUM=£SD)

Compuesto MDA-MB-231  MCF-7 A549 MCF-10A  MRC-5
[CuCla(phen)] 0,47+0,07 3,41£1,18  326+0,16  5,16£042  0,43+0,07
1P(d) 9,25+1,72 3,1240,99  521+0,24 4614023  2,20+0,16

2p* 4,16+0,75 438£0,76  3,46%0,16  3,61£049  1,78+0,11

3P(m) 2,66+0,59 2,2240,03  1,56+0,33 1,18£0,11  1,13£0,25
[CuCly(4metil-phen)] 4,25+0,72 52540,62  627+0,32  3,61£0,13  1,01%0,16
4M(m) 2,02+0,13 4244069  3,5140,19  3,97£0,11  2,55+0,41
5M(m) 8,47+0,25 3,3540,51  4,76+0,74  17,2940,38  1,45+0,42
6M(m) 1,35+0,28 1,74£0,07  1,224¢0,07  145+0,13  0,69+0,06
[CuCla(neo)] 0,62+0,12 0,8440,27  0,330,03 1,13£0,03  0,14+0,03
TN* 0,26+0,03 0,634£0,13  0,330,11 1,28£0,01  0,39+0,12

8N(m) 0,2140,01 0,3140,15  0,22+0,09  1,13£0,29  0,24+0,01

9N(m) 0,92:£0,04 0,9240,16  0,34+0,17  2,1240,96  0,31+0,06
Cisplatino 1243020 8914260 1440+ 1,40 2690+0,60 29,10+0,78

*Complejos altamente disociados en Cu-diimina y ligando carboxilico.
(m) complejos que en solucion su especie mayoritaria se presenta en forma monomérica.
(d) complejos que en solucion su especie mayoritaria se presenta en forma dimérica.
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Si comparamos los valores obtenidos para estos compuestos con los homolépticos discutidos
previamente, se observa mayor actividad citotdxica en los heterolépticos, a su vez estos complejos
segun la clasificacion realizada por Santini para complejos de Cu(Il) [5], pueden ser catalogados
como potentes agentes citotoxicos (ICso en el rango nanomolar). Este mismo comportamiento se
observa para los complejos sintetizadas por el grupo previamente, como lo son los pertenecientes
a la familia [Cu(dipéptido)(diimina)] [47,49-51] y en una variedad de complejos de la bibliografia
[39,185,186,188-190,219,221,222] como es el caso de los complejos previamente citados
complejos [Cu(salicilato)2(H20)] y [Cu(3,5-diisopropilsalicilato)(H2O)] [219], los cuales al
agregarles una fenantrolina a sus estructuras los complejos presentan mayor actividad citotdxica a
la observada en los complejos homolépticos.

La mayoria de los complejos presentd mayor actividad que el Cisplatino en las lineas celulares
cancerigenas MCF-7 y A549, mientras que en la linea MDA-MB-231 solo los complejos de
neocuproina y el complejo 6M presentaron mayor actividad que el Cisplatino.

Si se intenta relacionar los resultados de citotoxicidad de los complejos en estudio con su grado de
disociacion en solucidon no se encuentra un patron. Se observa que complejos que en solucion
presentan un alto grado de disociacion, como lo son los complejos 2P y 7N, presentan mayor
actividad que otros complejos que se mantienen en solucion sin disociar. Por lo que se puede
concluir que la disociacion de los complejos en solucion no esta afectando en gran medida la
toxicidad de los complejos en las células tumorales.

Este comportamiento observado en la actividad citotoxica de los complejos puede deberse a que
si bien, se determind una especie mayoritaria para cada uno de los complejos en solucion acuosa
o DMSO, estas especies pueden verse modificadas a nivel de medio de cultivo y por lo tanto no
ser determinantes en la actividad. La presencia de los componentes del medio de cultivo puede
causar que los complejos al interactuar con estos formen nuevas especies en solucion y esto se vea
reflejados en los resultados de actividad citotdxica.

En las familias de phen y 4metil-phen se observa que los complejos que presentaron mayor
actividad sobre las lineas celulares tumorales son los complejos 3P y 6M, los cuales presentan en
su estructura el ligando L3. Mientras que, en la familia de neo, el complejo mas activo fue el
complejo 8N, el cual presenta el ligando L2 en su estructura. En el caso de las primeras dos familias
nombradas (phen y 4metil-phen) se observa el mismo patréon que se presenta para los resultados
de los complejos homolépticos, donde el complejo sintetizado con el ligando L3 presenta mayor
actividad en la linea A278cis.

A medida que se aumentan los sustituyentes en los ligandos diiminicos la actividad biologica se
ve aumentada [65,185,186], este comportamiento se ve reflejado en los valores presentado en la
Tabla 7.0.2, donde los complejos de la familia de neo son los complejos que presentaron mayor
citotoxicidad en las lineas celulares tumorales, lo que se observa también los complejos Cu-
diimina.
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Al igual que para los complejos homolépticos, se observa relacion entre la lipofilia de los
complejos y la actividad citotoxica. La familia de neo fue la que presenta mayor actividad
citotoxica en las lineas celulares tumorales estudiadas y a su vez fueron los que presentaron mayor
lipofilia (con excepcion de los complejos 1P y 19D). Sin embargo, no se observa relacion con las
constantes de unién al ADN (kb). En cuanto a los estudios de interaccion con los modelos de
membrana, se observd por DSC que el complejo 8N era el complejo que mayor modificacion
causaba al perfil del termograma de la membrana, a su vez este complejo es el que presenta mayor
actividad en las tres lineas tumorales estudiadas, pudiendo tener relacion esta interaccion con la
membrana con su actividad citotoxica.

Los complejos heterolépticos presentan valores de ICso que, si los comparamos con otros
complejos ternarios sintetizados a partir de estas diiminas, se observa mayor actividad para
nuestros complejos que para los reportados en estas mismas lineas celulares cancerigenas
estudiadas, como lo son los complejos: [Cu(fenilalaninaimidazolacetato)(phen)]-2H>O presentd
un valor de ICso de 40 uM a 48 h de incubacién en la linea tumoral MCF-7; y el complejo
[Cu(tiofeno carboxilato)(phen)(H20)] el cual presentd valores de ICso de 34 y 80 uM a 48 h de
incubacion en las lineas tumorales A-549 y MDA-MB-231, respectivamente [39,188-190,222—
224].

Tabla 7.0.3. indices de selectividad de los complejos en las lineas celulares cancerigenas.

Indices de Selectividad (ICsocélula tumoral/ICsocélula no

tumoral)

Compuesto MDA-MB-231 MCF-7 A549
[CuCla(phen)] 11,0 1,5 0,1
1P 0,5 1,5 0,4
2P 0,9 0,8 0,5
3P 0,4 0,5 0,7
[CuClz(4metil-phen)] 0,9 2,9 0,4
4M 2,0 0,9 0,7
5M 2,0 3,6 0,3
6M 1,1 0,8 0,6
[CuClz(neo)] 1,8 1,3 0,4
7N 4,9 2,0 1,2
8N 5,4 3,6 1,1
9N 23 2,3 0,9
Cisplatino 2,2 2,7 2,0

En lo resultados mostrados en la Tabla 7.0.3 se observa que los complejos presentan menor indice
de selectividad que el Cisplatino en las tres lineas tumorales, pero manteniéndose en un mismo
orden en la linea MCF-7. El complejo [CuCla(phen)] presenta un indice de selectividad mayor que
el Cisplatino y el resto de los complejos heterolépticos en la linea tumoral MDA-MB-231.
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No se observa que los complejos cumplan un patréon en los valores de selectividad determinados
para las lineas celulares tumorales estudiadas. En los complejos sintetizados con 4metil-phen y
neo, se observa que los complejos que presentan mayor selectividad son los sintetizados con el
ligando L2 dentro de sus mismas familias. Por otro lado, los complejos de neo presentan mayor
selectividad en las tres lineas celulares tumorales estudiadas en comparacion con el resto de los

complejos heterolépticos sintetizados, incluso presentan mayor selectividad que la especie
[CuClz(neo)].

Comparando la selectividad observada para los complejos con respecto a la del Cisplatino, en las
lineas tumorales MDA-MB-231 y A549 los complejos heterolépticos presentan menor selectividad
que el Cisplatino. Por otro lado, en la linea tumoral MCF-7, se observa que los complejos SM, 7N,
8N y 9N presentan indices de selectividad que se aproximan al del Cisplatino en esta linea celular,
incluso estando los complejos SM y 8N por encima de este.
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7.1.3 CONCLUSIONES.

Los complejos homolépticos Cul2 y CulL3 se pueden catalogar como buenos agentes citotoxicos
en la linea celular tumoral A278cis, siendo estos mas activos que el Cisplatino, evidenciando que
no estan afectados por los mecanismos de resistencia al Cisplatino. Se observa relacion directa
entre la lipofilia de los complejos con la actividad presentada.

Los complejos heterolépticos se pueden catalogar como potentes agentes citotéxicos. No se
observo relacion entre el grado de disociacion de los complejos en solucidén con respecto a la
actividad citotdxica. Se observo relacion directa entre la lipofilia y la actividad citotoxica, mientras
que no se observo relacion con la constante de union al ADN.

La actividad citotoxica de los complejos y la selectividad se ve favorecida por el aumento de
sustituyentes en la diimina. El complejo 8N es el que presenté mayor actividad citotoxica y mayor
selectividad de todos los complejos heterolépticos estudiados.

165



Capitulo 7 — Actividad citotdxica in vitro

7.2 Complejos de Ga(IlI).

Se determino la actividad citotoxica de los complejos homolépticos de Ga(IlII) en la linea tumoral
MCF-7 a 48 h de incubacion. Las soluciones acuosas fueron preparadas al momento de realizar
los ensayos biologicos.

Tabla 7.0.4. Actividad citotoxica expresada como ICso a 48 h en cultivos de lineas celulares
tumorales y no tumorales de los complejos de homolépticos de Ga(IlI).

Citotoxicidad, ICso (uM=*SD)
Compuesto MCF-7

Gal 125,20+1,18
Ga2 22,08+1,94
Ga3 30,97+1,14

Cisplatino 8,91+2,60

Los valores de 1Cso presentados en la Tabla 7.0.4 para los complejos, muestran que en la linea
celular tumoral estudiadas son menos activos que el Cisplatino, siendo el complejo Ga2 el mas
citotoxico de los tres. Lo resultados obtenidos no se relacionan con la lipofilia de los complejos,
donde el complejo que mostrdé mayor lipofilia fue el complejo Gal que a su vez fue el menos
activo de los tres.

Comparando los complejos homolépticos con sus andlogos de Cu(Il) reportados por el grupo
[218], se observa que el complejo Ga3 presenta mejor actividad citotdxica ante la linea celular
tumoral estudiada a los mismos tiempos de incubacidén que su andlogo [Cu(Ala-Phe)] [218], por
lo que se puede decir que la union al Ga(Ill) le otorga mayor actividad al ligando al formar el
complejo en comparacion a lo observado al unirse al Cu(Il).

A su vez, los complejos homolépticos Ga2 y Ga3 presentan mejor actividad ante esta linea celular
tumoral que algunos complejos publicados recientemente, como lo son los complejos [Ga(2-
acetilpiridina)(NO3)2]-2H>O y (2-aminobenzimidazol)[Ga(2,6-pirdinadicarboxilato),]-2H>O los
cuales a 48 y 72 h presentaron valores de ICso mayores a 50 M [37,225,226].
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7.2.1 CONCLUSIONES.

Los complejos de Ga con dipéptidos presentaron actividad citotdxica ante la linea celular tumoral
MCF-7 mayor a la de sus andlogos de Cu(II).

No se observa relacion entre la lipofilia y la actividad citotdxica.
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Capitulo 8 — Conclusiones y perspectivas

8.1 Conclusiones complejos homolépticos de Cu(II).

Se sintetizaron tres complejos de cobre, incluyendo uno nuevo, con estructura dimérica tipica de
carboxilatos de cobre. En DMSO, los complejos homolépticos (CuL1, CulL2 y Cul.3) exhiben
especies mayoritarias donde el fenilcarboxilato permanece coordinado al centro de Cu(Il),
posiblemente formando estructuras diméricas.

Ademas, los complejos homolépticos con acidos fenilcarboxilicos muestran interaccion con los
surcos del ADN, segtin sus valores de Kb y estudios de variacioén de viscosidad. CuL2 y CuL3 se
destacan como agentes citotoxicos efectivos en la linea celular A278cis, superando la actividad
del Cisplatino y mostrando resistencia limitada a sus mecanismos. La lipofilia de los complejos
presenta una correlacion directa con su actividad.

8.2 Conclusiones complejos heterolépticos de Cu(II).

Se sintetizaron 15 complejos de cobre, incluyendo 14 nuevos, con geometrias de coordinacion
especificas. Se observaron estructuras diméricas y monoméricas, con evidencia de coordinacion
bidentada y puente bidentado de ligandos fenilcarboxilicos. La estructura de los monémeros se
asemeja a una bipiramide trigonal, mientras que los dimeros muestran una geometria de pirdmide
de base cuadrada con distorsiones variables.

En solucion, los complejos heterolépticos mostraron diversos comportamientos, desde hidrolisis
hasta reduccion. La union al ADN fue mayoritariamente a través de los surcos, demostrado por
estudios de Kb, cambios en espectros de DC y viscosidad. La interaccién con membranas también
se evidencio, destacando la preferencia del complejo 8N por membranas con carga negativa.

A pesar de la variabilidad en la disociacion en solucion, los complejos heterolépticos exhibieron
potente actividad citotoxica, con una correlacion positiva con la lipofilia y la presencia de
sustituyentes en la diimina. El complejo 8N destaco por su alta citotoxicidad y selectividad en
comparacion con otros complejos estudiados.

8.3 Conclusiones complejos de Ga(IIl).

Se sintetizaron tres nuevos complejos homolépticos de Ga(Ill) con alta pureza, en los cuales el
dipéptido coordina al Ga(IIl) a través del carboxilato. Las especies predominantes en solucion
reflejan las propuestas en estado solido, con hidrolisis de iones nitrato, y se mantiene la
coordinacion de los dipéptidos al Ga. Los espectros 1H-RMN sugieren una disposicion no
simétrica de las moléculas de dipéptidos en solucion.

Los complejos de Ga(Ill) muestran afinidad por unirse al ADN a través de los surcos, evidenciado
por constantes de unidon y perfiles de variacion de viscosidad relativa del ADN al agregar los
complejos. Ademas, los complejos de Ga con dipéptidos exhiben actividad citotoxica frente a la
linea celular MCF-7, superando a sus analogos de Cu(Il). No se observa una relacion clara entre
la lipofilia y la actividad citotdxica.
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8.4 Perspectivas complejos de Cu(II).

Debido a los resultados prometedores de la actividad citotoxica de los complejos homolépticos en
la linea tumoral resistente al cisplatino A278cis, se plantea como perspectiva el estudio de la
actividad citotoxica de los complejos heterolépticos en esta linea tumoral, y tanto de los complejos
homolépticos como heterolépticos en otras lineas tumorales resistentes al cisplatino.

8.5 Perspectivas complejos de Ga(IlI).

Se plantea como perspectivas de los complejos de Ga(Ill) optimizar la sintesis de los complejos
con los ligandos fenilcarboxilatos de manera de obtener los complejos con mayor pureza.

Con respecto a los complejos homolépticos con los dipéptidos, los resultados prometedores
obtenidos de la actividad citotdxica de los complejos se planten como perspectiva el estudio de la
actividad citotoxica de los complejos en diferentes lineas tumorales y no tumorales para estudiar
si se mejora la selectividad de los complejos.
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ANEXOS CAPITULO 3



SN 2T~
c 0----Cu---0_
> Y .
’ N N
o —C. o, Lt —C

. Yoo ~
0---"Cu™--0

0

Figura A.3.0. Esquema de la busqueda realizada en CSD por el programa Conquest.
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Figura A.3.1. Rango de las distancias Cu---Cu de los complejos con estructuras relacionadas al
complejo Cul.1.
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Figura A.3.2. Rango de las distancias Cu-O de los complejos con estructuras relacionadas al

complejo CuL.1.
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Figura A.3.3. FT-IR de los complejos homolépticos con los ligandos fenilcarboxilicos
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Figura A.3.4. FT-IR de los ligandos fenilcarboxilicos.
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Figura A.3.5. FT-IR de los complejos heterolépticos de Cu(II).
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Figura A.3.6. FT-IR de las diiminas usadas en este trabajo.

Tabla A.3.1. Principales bandas vibracionales de las diiminas y su asignacion tentativa

Banda phen 4met-phen neo bipy dmb
v(C=C) 1587 1589 1587 1572 1590
v(C=N) 1424 1417 1496 1453 1453
p(C-H) 858 850 849 759 820

p(C-H) 733 731 725 617 665
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Figura A.4.0. Espectros electronicos de los complejos homolépticos Cul.2 y CulL3 en el rango

visible.
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Figura A.4.1. Espectros electronicos de los complejos heterolépticos en el rango visible.
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Figura A.5.0. FT-IR de los complejos homolépticos de Ga(Ill) GaL.1, GaL2 y GaL3.
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Figura A.5.1. FT-IR del complejo heteroléptico GaP.
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Figura A.5.2. FT-IR de los complejos homolépticos de Ga(Ill) Gal, Ga2 y Ga3.
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Figura A.5.3. FT-IR de los ligandos dipéptidos usados en este trabajo.



