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Capitulo 1: Introduccion

1.1. La Quimica Bioinorganica.

La Quimica Bioinorganica es una ciencia interdisciplinaria (ubicada en la interfase entre la
Quimica y las Ciencias Bioldgicas) que se ocupa del estudio de todos aquellos sistemas
biologicos que involucren la presencia o participacion de metales u otros elementos y
compuestos tipicamente inorganicos (Baran, 1995). Se ocupa tanto del estudio de los
sistemas y compuestos inorganicos presentes en tejidos y fluidos bioldgicos como de
sistemas inorganicos (modelos) mediante los cuales se puede simular o reproducir el
comportamiento quimico de los sistemas naturales. Y, en ultima instancia, se trata de
correlacionar la actividad bioldégica de un sistema inorganico con las caracteristicas
estructurales, electronicas y quimicas del mismo. Este planteamiento hace evidente que
para la resolucion de estos problemas se debe recurrir a los mas avanzados y sofisticados
métodos fisicoquimicos de medida, ante todo los espectroscdpicos, asi como la utilizacion
de modelos tedricos y métodos de la quimica cudntica. Cabe mencionar que muchos de los
aportes de la Quimica Bioinorganica al conocimiento cientifico son de enorme importancia
para otras ramas de la Ciencia y la Tecnologia (como la medicina, farmacologia, ecologia,
agricultura, veterinaria y metalurgia) favoreciendo el desarrollo de lineas de investigacion
con la participacion interdisciplinaria de quimicos, bidlogos, farmac6logos, y muchos otros
profesionales (Baran, 1995).

Las moléculas inorgénicas y los compuestos de coordinacidon de iones metalicos
(bioelementos) son necesarias para la vida en muchos organismos y sistemas bioldgicos, ya
que funcionan en el transporte de moléculas y son un componente clave de las enzimas.
Como ejemplos pueden mencionarse el transporte y almacenamiento de oxigeno en el
cuerpo mediante biomoléculas que contienen hierro, y el almacenamiento de compuestos
inorganicos que proporcionan resistencia 0sea mediante la utilizacion de moléculas de
fosfato de calcio. A pesar de la importancia de estas moléculas, los metales de transicion,
incluidos el zinc, el cobalto, el cobre, el niquel, el molibdeno y el cromo, se encuentran en
el cuerpo humano en cantidades muy pequefias. De los metales de transicion que se
encuentran en la fisiologia humana, el hierro es el mas abundante, sumando hasta 5 g en el
cuerpo de un adulto sano. El hierro es de importancia significativa ya que permite el
transporte y almacenamiento de oxigeno. Una gran cantidad de compuestos dentro del

cuerpo como las metaloenzimas, metaloproteinas, coenzimas o vitaminas, dcidos nucleicos
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y hormonas también contienen elementos inorganicos (Hosmane, 2017). El hierro, el cobre
y el zinc se encuentran en todos los organismos vivos, con algunas excepciones, mientras
que otros metales de transicion (como el tungsteno, el cadmio o los lantdnidos) solo se
encuentran en organismos especificos (Hosmane, 2017; Maret, 2016). Los metales
constituyen una fraccion importante de los elementos esenciales para la vida. Por lo tanto,
la quimica de coordinacion, en el sentido de que es en gran medida la quimica de los
cationes metalicos, subyace en muchos de los procesos biologicos mas fundamentales. Sin
embargo, con ciertas excepciones espectaculares, en particular para las proteinas que
poseen el grupo hemo (hemoglobina y mioglobina), la mayoria del conocimiento de las
funciones precisas de los iones metdlicos en sistemas biologicos permanecio difusa y
especulativa durante al menos cincuenta afios después de la racionalizacion de Alfred
Werner sobre la naturaleza de los compuestos de coordinaciéon metalicos (Harrowfield,
2005).

Un elemento es considerado esencial cuando una ingesta deficiente produce
consistentemente una alteracion de una funciébn de Optima a subdptima y cuando la
suplementacion con niveles fisiologicos de este elemento, pero no otros, previene o cura
este deterioro. Esta definicion debe incluir una referencia a la especie biologica. Se sabe
que 11 metales y 10 elementos no metalicos son esenciales para los humanos, pero no
necesariamente para otras formas de vida fuera del reino animal. En este contexto, se
propuso categorizarlos de la siguiente manera: (i) elementos que son esenciales para todas
las especies; (ii) elementos que se utilizan en un nimero significativo de especies (V, Ni);
y (iii) elementos que se usan solo en algunos organismos en nichos ecoldgicos especiales
(W, Cd, Lantanidos). El tungsteno se usa en lugar del molibdeno en las enzimas de algunas
bacterias termofilas. Ni, V, W no estdn establecidos como esenciales para animales y
humanos. La anhidrasa carbonica, que generalmente es una enzima de zinc, es una enzima
de cadmio en la diatomea marina Thalassiosira weissflogii. Lantanidos (elementos de
tierras raras) en lugar de calcio se encontraron como cofactores de la enzima metanol
deshidrogenasa de determinadas bacterias metanotroficas. Por otra parte, los elementos que
son esenciales para la supervivencia deben distinguirse de otros que tienen funciones
limitadas y algunos beneficios para la salud solamente. Un ejemplo es el flior que, como
fluoruro, previene la caries dental y tal vez sea beneficioso para la salud 6sea, pero por lo
demas muestra toxicidad (Maret, 2016).

Aunque la quimica bioinorganica habia sido descubierta y estudiada muchos afios antes,

con el uso probado de metales en pociones farmacéuticas que datan de las antiguas
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civilizaciones de Mesopotamia, India, China y Egipto, la primera aplicacion practica de
esta disciplina de la quimica se encontrd en la agricultura con elementos tales como fosforo
y nitrogeno. Desde entonces, la quimica bioinorganica ha sido muy investigada y ha
demostrado ser muy valiosa para el desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades,
asi como para comprender conceptos como la biomineralizacion y aspectos de la quimica
ambiental. El advenimiento de la quimica medicinal es tipicamente atribuido a Paul
Ehrlich por el descubrimiento del compuesto organometalico salvarsan. Este potente
antibiotico, originalmente utilizado para el tratamiento de la sifilis, fue el resultado de una
exhaustiva busqueda de compuestos que posean actividad antimicrobiana pero que no
afecten al paciente (balas magicas) (Hosmane, 2017). Por otra parte, los esfuerzos para
comprender la accion bactericida de los complejos metalicos simples de los ligandos aza-
aromaticos pueden considerarse una base para investigaciones extraordinariamente
extensas de las interacciones de los complejos metélicos con el ADN, incluyendo, por
ejemplo, el estudio del uso de complejos de platino como agentes anticancerosos
(Harrowfield, 2005). Uno de los primeros desarrollos importantes en el tratamiento del
cancer comenzé con el descubrimiento accidental del Dr. Barnett Rosenberg en el que la
interrupcion de la division celular que observaban al aplicar un campo eléctrico a un
cultivo de Eschericia coli, en una solucion de cloruro de amonio entre dos electrodos de
platino, se debia a un compuesto que se liberaba desde el electrodo de platino y no al
campo eléctrico. Esta revelacion llevé al desarrollo del cisplatino como medicamento
utilizado para tratar tumores cancerosos. El cisplatino todavia se considera parte de la
terapia estandar para muchas formas de céncer. A pesar de su éxito, el cisplatino tiende a
tener muchos efectos secundarios negativos. El ion cis-[PtClL(NH;),]*" puede unirse
covalentemente luego de la disociacion de los ligandos labiles cloruro, a las bases
nitrogenadas del ADN, especificamente guanina y adenina, para formar un aducto
cisplatino-ADN, que puede alterar las vias celulares afectando la replicacion, transcripcion
y reparacion del ADN, el ciclo celular y ocasionando la muerte por apoptosis. Debido a
estos efectos adversos, la dosificacion de cisplatino que se puede administrar a los
pacientes es bastante baja. La investigacion subsiguiente de los agentes antitumorales de
platino busc¢ aliviar la toxicidad del cisplatino manteniendo un efecto terapéutico similar.
Muchos de estos medicamentos se diseflaron para aumentar la estabilidad hidrolitica
mediante el reemplazo de los dos ligandos de cloro por anillos de carboxilato, lo que
minimiza la reactividad quimica y la posibilidad de efectos secundarios. Carboplatino (cis-

diamino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato-O,0")platino(Il)) y  oxaliplatino  ((1R,2R)-
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ciclohexano-1,2-diamina(oxalato)platino(Il)) han sido aprobados en todo el mundo,
mientras que heptaplatino (cis-malonato-4,5-bis(aminometil)-2-isopropil-1,3-
dioxolano]platino(Il)), lobaplatino (cis-1,2-diaminociclobutanoglicolatoplatino(Il)) y
nedaplatino (cis-diaminoglicolatoplatino(Il)) estdn en fase de ensayos clinicos en los
Estados Unidos y han sido aprobados para su uso en Japon, China y Corea del Sur
(Hosmane, 2017).

La medicina tradicional china (MTC) posee una historia rica y antigua, que data de hace
miles de afios. La practica de MTC, altamente influenciada por el desarrollo de la cultura
china, involucra fisioterapia usando acupuntura, terapias con calor y compuestos quimicos.
Los productos naturales empleados en la MTC se aislan como decocciones de materiales
animales, minerales y herbales. Aunque las hierbas medicinales han desempenado un papel
importante en la MTC, las plantas medicinales perdieron gradualmente su importancia a
medida que los productos farmacéuticos sintéticos avanzaban. Actualmente, hay un
renacimiento del interés en productos naturales bioactivos como compuestos quimicos
principales para la generacion de derivados semi-sintéticos. Teniendo en cuenta la baja tasa
de éxito de las actuales estrategias sintéticas contra el cancer basadas en metales, algunos
quimicos bioinorgénicos han cambiado el enfoque a los derivados de MTC. Hay muchos
ejemplos exitosos de agentes anticancerosos derivados de MTC a través de la modificacion
organica de los constituyentes MTC activos, que se considera un atajo para descubrir
nuevos farmacos contra el cancer. Es bien sabido que los complejos de metales pueden
contribuir significativamente al desarrollo de farmacos. Debido a que muchos compuestos
activos contienen grupos hidroxilo, acido carboxilico y amina, con atomos donadores de
electrones que pueden formar facilmente enlaces de coordinacion, los mismos resultan
valiosos para el desarrollo de complejos de coordinacion (Chen et al., 2012). Por lo
expuesto anteriormente, para este trabajo de tesis doctoral se seleccionaron las moléculas
baicalina, apigenina y 5-Hidroxitriptofano (agentes antioxidantes presentes en vegetales)
para sintetizar complejos de coordinacién con los cationes cobre(Il) y oxidovanadio(IV)
con el objeto de que los nuevos compuestos mejoren las propiedades

biologicas/farmacolédgicas de dichos ligandos.
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1.2. Cancer. Radicales libres y dafio oxidativo. Infecciones microbianas.

1.2.1. Cancer.

El cancer es un grupo de enfermedades que son causadas por una alteracion en el
metabolismo del crecimiento. Se asume que el origen del mismo es una combinacion de
factores exdgenos y enddgenos, que llevan a las células normales a transformarse en
células cancerosas. Uno de los factores endogenos es una disposicion genética que debilita
el control de errores de la transcripcion del ADN, aumentando asi la probabilidad de
mutaciones. La mayoria de las mutaciones son inofensivas porque golpean puntos sin
importancia en la secuencia de ADN, algunas son favorables y algunas son dafiinas. La
alerta del mecanismo de reparacion por una mutacion trivial de hecho puede ser favorable
porque todo el segmento recibe un chequeo exhaustivo. El inconveniente se presenta
cuando se producen variantes menos eficaces de las proteinas supresoras (pS3 y pl16). El
papel de estas proteinas es frenar los factores de transcripcion, lo que garantiza que el ciclo
celular no corra tan rapido provocando que la enzima de control y reparaciéon (una ADN
sintetasa) pase por alto los errores de apareamiento de bases (dimeros de timina covalentes
o bases modificadas quimicamente). La p53 es en realidad un factor de transcripcion que
induce la expresion de los genes pl6 y p21. La proteina codificada por el gen p21 es un
inhibidor de las fosfoquinasas de control de la division celular en el punto de control G,
(fase de crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN (4cido
ribonucleico))/S(fase de replicacion o sintesis del ADN). La enzima de reparacion se
mueve a lo largo de la doble hélice de ADN, comprobando continuamente que solo se
producen pares de bases A-T y G-C. En caso de fallas, la enzima invierte la direccion de su
movimiento y elimina en su viaje de regreso los mononucledtidos que causan el error.
Luego, avanza nuevamente para cerrar la hebra con las bases correctas. Esta operacion
esencial requiere una cierta cantidad de tiempo, que no estd disponible si los factores
supresores son deficientes (Havsteen, 2002).

El cancer parece estar asociado con un descarrilamiento de las cadenas de sefales que
regulan el metabolismo del crecimiento. Ademds de las enzimas asociadas a las
membranas plasmaticas, estas cadenas consisten casi exclusivamente en cascadas de
proteinas fosfoquinasas. En las células normales, la mayoria de estas proteinas quinasas
son especificas para las cadenas laterales de serina o treonina, mientras que solo unas
pocas son especificas para el grupo fenol de la tirosina. Por el contrario, las células

cancerosas tienen una fuerte actividad de proteina quinasa especifica de tirosina,
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especialmente en la parte citopldsmica de las proteinas de membrana plasmatica (como
receptores de hormona del crecimiento y ATPasas de transporte) (Havsteen, 2002).

La formacion de metéstasis por las células cancerosas es esencial para la dispersion de la
enfermedad en el cuerpo y es un evento clave en su progresion letal. Las células tumorales
adquieren su movilidad mediante un aumento de la expresion de genes de proteinasas, por
ejemplo: los genes de colagenasa y elastasa. Estas enzimas hidrolizan los componentes de
la matriz extracelular, como el colageno, pero normalmente son inactivadas por inhibidores
de proteina enddgenos, especialmente por los inhibidores tisulares de metaloproteinasas
(TIMPs). Desafortunadamente, las células cancerosas pueden alterar la accion de los
TIMPs por una mutacion en el gen del inhibidor que destruye las interacciones inhibidoras,
pero no las interacciones de enlace, con el resultado de que la actividad hidrolitica no solo
se conserva, sino que también se protege estéricamente contra el ataque de la mayoria de
los otros inhibidores (drogas). Solo pequefios inhibidores pueden alcanzar el sitio activo de
las proteasas, pero rara vez son suficientemente especificos (Havsteen, 2002).

Valko et al. (2006) describieron la carcinogénesis como un proceso de multiples etapas
(induccién, promociéon y progresion). La carcinogénesis es un proceso complejo de
multiples etapas que involucra el pasaje desde una célula sana a un estado precanceroso
hasta finalmente llegar a un estadio temprano de céancer. El proceso carcinogénico
involucra un desequilibrio entre la proliferacion celular y la muerte celular desplazado
hacia la proliferacion celular. La iniciacion del proceso involucra una mutacion no letal del
ADN que produce una célula alterada. La etapa de promocion es caracterizada por la
expansion clonal de las células iniciadas por la induccion de la proliferacion celular y/o
inhibicion de la muerte celular programada. Este proceso requiere la presencia continua de
estimulos para la promocién de tumores y por lo tanto es un proceso reversible. La
progresion es la tercera y ultima etapa y se caracteriza por cambios moleculares
(acumulacién de dafos genéticos adicionales) y celulares que ocurren en el pasaje del
estado preneoplasico al neoplésico.

La urgencia de superar los inconvenientes biofisicos y biomédicos de los tratamientos
quimioterapéuticos actuales llevd a los cientificos a considerar los complejos de coordinacion
formados entre metales y flavonoides como opciones viables en la terapia del cancer. Tanto los
estudios in vitro como in vivo indican que los flavonoides y sus complejos de iones metalicos
ejercen efectos inhibitorios a nivel de la promocion y progresion del tumor. Un nuevo
compuesto de coordinacion metélico con actividad antitumoral y eficacia clinica prometedora

debe cumplir los siguientes criterios: (1) poseer buenas propiedades intrinsecas, estabilidad
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molecular, permitiendo que el farmaco llegue intacto a las células diana; (2) ejercer una
interaccion eficiente con proteinas de transporte en sangre y membranas; (3) mostrar buenas
propiedades de union al ADN; (4) tener actividad selectiva contra células cancerosas y no
contra células normales; y (5) preferiblemente tener actividad contra células tumorales que son

resistentes a cisplatino y derivados (Uivarosi y Munteanu, 2017).

1.2.2. Radicales libres y dafio oxidativo.

En los ultimos afios, hay un interés creciente en las sustancias antioxidantes. La razon
principal de este interés es la proteccion de las células, sus orgénulos (especialmente las
membranas) y las vias metabdlicas contra los radicales libres de oxigeno y sus derivados
reactivos conocidos como especies reactivas de oxigeno (EROs). Estas especies participan
en la formacion de estados de inflamacion crénica y otras enfermedades asociadas con el
estrés oxidativo (Majewska et al., 2011).

El oxigeno es una molécula esencial para la vida y actua como aceptor final de los
electrones en la respiracion. Sin embargo, las formas reactivas de oxigeno tales como
superoxido, radicales hidroxilo y peroxido de hidrogeno causan estragos en la célula
después de una pérdida de enzimas respiratorias. Se considera que los EROs son moléculas
altamente reactivas y posibles subproductos toxicos del mecanismo de oxidacion aerdbica.
Estos se generan como resultado del metabolismo mitocondrial (transporte de electrones) y
la cascada de fosforilacion oxidativa en las células. Ademas, EROs como el superoxido,
puede reaccionar con otras moléculas de radicales como el 6xido nitrico para producir
especies reactivas de nitrogeno (ERNs), produciendo incluso mas radicales libres en una
reaccion en cadena ramificada. Asimismo, se generan EROs durante la fagocitosis de
microbios. Durante este proceso, la NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato)
oxidasa del fagocito reduce el oxigeno por un solo electrén, lo que conduce a la formacion
de radicales peroxilo, una subclase de EROs. Sin embargo, la mitocondria es una fuente
importante para la generacion de EROs. En la cadena de transporte de electrones
mitocondrial de mamiferos, los superoxidos se originan de NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido); ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1), ubiquinol; citocromo c¢
oxidoreductasa (complejo III), pero hay crecientes evidencias de generacion de superdxido
por el complejo I predominantemente. Ademas, la concentracion de EROs o radicales
libres aumenta drasticamente durante los periodos de estrés ambiental, exposicion a los
rayos UV o al calor. La alta concentracion de estas especies puede ocasionar estrés

oxidativo. Tanto las EROs como las ERNs afectan muchas biomoléculas como lipidos
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(peroxidacion lipidica), proteinas (oxidacion de aminoacidos), ADN y enzima (oxidacion
de cofactores), causan varios dafios y enfermedades celulares, incluyendo aterosclerosis,
hipertension, isquemia, reperfusion, inflamacion, fibrosis quistica, céncer, diabetes,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer (Khalid et al, 2013). La
peroxidacion lipidica es una propagacion de la agresion oxidativa a los acidos grasos
poliinsaturados mediada por radicales libres y cuya terminacién se produce a través de
medios enzimaticos o mediante la eliminaciéon de radicales libres por antioxidantes. Las
EROs contribuyen al envejecimiento celular, la mutagénesis, la carcinogénesis y la
enfermedad coronaria; posiblemente a través de la desestabilizacion de las membranas, el
dafio del ADN vy la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Heim et al.,
2002).

De acuerdo con la teoria del envejecimiento de los radicales libres, la produccion
mitocondrial de EROs y el dafio resultante a las macromoléculas son responsables del
envejecimiento y, por lo tanto, de la determinacion de la vida maxima. Las células
afectadas por el estrés oxidativo se defienden utilizando enzimas antioxidantes. Una
cantidad de metaloenzimas muy eficientes, incluyendo superdxido dismutasa (SOD) y
superoxido reductasa (SOR), catalasa, peroxirredoxina (Prx), glutation peroxidasa (GP) y
tioredoxina/tioredoxina reductasa (Trx/TrxR) ) estan constantemente eliminando EROs y
ERNSs. La deficiencia de estas enzimas antioxidantes puede conducir a varias enfermedades

(Khalid et al., 2013).

1.2.3. Infecciones microbianas.

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos fue reconocida desde que se
introdujeron los primeros medicamentos para el uso clinico. Cuando la penicilina se us6
por primera vez en 1941, menos del 1% de las cepas de S. aureus mostraron resistencia. En
1947, el 38% de las cepas hospitalarias habian adquirido resistencia y en 1998 se informo
que mas del 90% de las cepas eran resistentes a dicho antibidtico. La reciente aparicion de
resistencia a la vancomicina entre las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (SARM)
es una causa de gran preocupacion y pone de manifiesto la necesidad urgente de nuevas
clases de antibioticos. El disefio racional de medicamentos no siempre produce agentes
antimicrobianos efectivos. En el pasado, se han disefiado y sintetizado con éxito
inhibidores enzimaticos potentes, pero solo tenian una actividad antibacteriana moderada,
probablemente debido a la compleja cuestion farmacocinética/farmacodindmica de la

absorcion de farmacos por las células. La busqueda empirica de compuestos quimicos con
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actividad antimicrobiana representa una estrategia alternativa para el desarrollo de nuevos
medicamentos. Los productos naturales en particular han sido una rica fuente de agentes
antimicrobianos con un bajo nivel de toxicidad, un espectro suficientemente amplio y una
farmacocinética suficientemente buena como para ser clinicamente utiles sin modificacion
quimica (Cushnie et al., 2003). Sin embargo, la complejacion de estas moléculas permite
en algunos casos potenciar las propiedades bioldgicas de las mismas y constituye una

herramienta 1til en la bisqueda de nuevos agentes antimicrobianos.

1.3. Aspectos bioldgicos del Cobre y del Vanadio. Biodistribucion.

La vida en la tierra ha evolucionado dentro de una compleja mezcla de compuestos
organicos e inorganicos. Mientras que las moléculas organicas como los aminoacidos, los
carbohidratos y los nucle6tidos forman la columna vertebral de las proteinas y el material
genético, estos componentes fundamentales de las macromoléculas se sintetizan y
finalmente se degradan enzimaticamente. Los elementos inorganicos tales como cobre
(Cu), hierro (Fe) y zinc (Zn), una vez solubilizados de la corteza terrestre, no se crean ni se
destruyen y, por lo tanto, su regulacion homeostatica estd bajo estricto control (Festa y

Thiele, 2011).

1.3.1. Cobre.

El cobre es un elemento esencial que funciona como un cofactor durante el metabolismo
aerdbico; sin embargo, en cantidades bajas o excesivas, el cobre puede tener efectos
nocivos. Es esencial para la respiracion celular, homeostasis de hierro, formacion de
pigmentos, produccion de neurotransmisores, biogénesis de péptidos, biosintesis de tejido
conectivo y defensa antioxidante (Cass y Hill, 1980; Solomon y Lowery, 1993). Las
propiedades redox y de formacion de complejos que posee el cobre pueden ser altamente
perjudiciales para los procariotas y eucariotas cuando no se controlan adecuadamente,
dafando muchas biomoléculas incluyendo ADN, lipidos y proteinas. Para restringir las
concentraciones de cobre libre, todas las bacterias han desarrollado mecanismos de
resistencia, secuestrando y liberando cobre 14bil para minimizar sus efectos nocivos
(Dalecki et al., 2017). Actualmente, las propiedades antimicrobianas de las superficies
metalicas de cobre estan siendo probadas contra numerosos patégenos. Ademas, el uso de
recipientes de cobre para el agua potable se ha incorporado en los paises en desarrollo
como una alternativa de bajo costo en la prevencion de infecciones bacterianas (Etcheverry y

Williams, 2009; Ibrahim et al., 2011).
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1.3.1.1. El cobre en la naturaleza.

El cobre es un elemento omnipresente en el medio ambiente, asi como en los organismos
vivos, con sus capacidades redox y su potencial de complejacion que lo hace indispensable
para muchas funciones celulares. Los iones de cobre son un nutriente esencial para todos
los dominios de la vida. El origen de esta dependencia del cobre se remonta al “Gran
Acontecimiento de Oxigenacion de la Tierra”, hace aproximadamente 2.700 millones de
afios, cuando los niveles de oxigeno comenzaron a aumentar (Dalecki et al., 2017) por la
presencia de organismos fotosintéticos como las cianobacterias, el oxigeno acumulado en
la atmoésfera y la consecuente oxigenacion de los océanos. Esto condujo a una disminucién
en la solubilidad del Fe y una expansion del papel biologico del Cu. Una propiedad de Cu
que impulsa sus diversos roles en la estructura y la catalisis, es su existencia en un estado
reducido Cu” y un estado oxidado Cu**. Dado que Cu" tiene afinidad por los grupos tiol y
tioéter (ejemplos encontrados en cisteina o metionina), y Cu>" exhibe una coordinacion
preferida para grupos de oxigeno o nitrégeno imidazolico (encontrados en acido aspartico
y glutdmico, o histidina, respectivamente), estos iones metdlicos pueden participar de
amplio espectro de interacciones con proteinas para conducir diversas estructuras y
reacciones bioquimicas. Ademas, en el proceso de interconversion entre Cu” y Cu®’, el Cu
intracelular libre puede generar radicales hidroxilo, que pueden dafar proteinas, acidos
nucleicos y lipidos, y puede interferir con la sintesis de agrupaciones de Fe-azufre que son
esenciales para la actividad de algunas enzimas celulares importantes (Festa y Thiele,
2011). Sin embargo, los beneficios obtenidos por la coordinacion del cobre con los sitios
cataliticos enzimaticos pueden resultar desfavorables por su propension a coordinarse
accidentalmente a una variedad de sitios bioldgicos no nativos, que se cree que contribuyen
a la toxicidad del cobre en los sistemas bioldgicos cuando la homeostasis se ve afectada.
En comparacion con otros iones de metales de transicion bivalentes bioldgicamente
relevantes, como Zn>", Fe*" y Mn*", el cobre a menudo tiene una mayor afinidad por los
sitios de unidn proteicos y, por lo tanto, competiria con los iones metalicos nativos por
dicha unioén. En ultima instancia, esto puede conducir al reemplazo o desplazamiento de
otros iones metalicos de sus sitios de union nativos, eliminando la actividad enzimatica.
Esta preferencia es en gran medida independiente del ligando real y esta bien descrita por
la serie de Irving-Williams que ordena iones metélicos divalentes de la primera serie
basdndose en estabilidades termodinamicas relativas de sus respectivos complejos
determinadas experimentalmente (Mn”" < Fe*” < Co™" < Ni*" < Cu*" > Zn*"). Gran parte de

este fenomeno se explica por la disminucion de los radios i6nicos de los iones metélicos
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cuando se mueve a través de la tabla periddica desde el manganeso al zinc. Por si solo, sin
embargo, los radios idnicos no representan la estabilidad excepcional del cobre, siendo mas
altos que el zinc. Esta estabilidad se atribuye a la distorsion de Jahn-Teller, que describe
una asimetria geométrica que, en la esfera de coordinacion octaédrica favorecida por el
Cu**, conduce a la formacion de cuatro enlaces mas cortos con un caracter mas covalente
en la base piramidal cuadrada y dos enlaces axiales mas largos (Dalecki et al., 2017), o

viceversa.

1.3.1.2. El cobre en los mamiferos.

Gran parte de la maquinaria celular de adquisicion y transporte de Cu en los mamiferos es
similar a la que se encuentra en la levadura. Un miembro de la familia de transportadores
de cobre (Copper Transporter, CTr) es el principal responsable de la absorcion de Cu en el
epitelio intestinal de los mamiferos (CTr 1). Los metazoos no solo necesitan adquirir Cu y
mediar en su distribucion intracelular, sino que también deben regular el Cu en los tejidos
periféricos donde impulsa procesos celulares, como la gran demanda de fosforilacion
oxidativa mitocondrial en el cerebro y el tejido cardiaco. En los mamiferos, el Cu
transportado a través de la membrana apical en los enterocitos intestinales, es transportado
a la ATPasa transportadora de cobre tipo P (ATP7A) en la membrana basolateral por la
chaperona Atox]l y bombeado a la circulacion portal, donde hace su camino hacia el
higado, el principal 6rgano de almacenamiento de Cu. E1 ATP7A desempefia un papel
crucial en el movimiento del Cu a través de otras capas de células polarizadas, incluida la
placenta y la barrera hematoencefalica, para asegurar niveles de cobre adecuados en el feto
en desarrollo y satisfacer las altas demandas de desarrollo y funcionamiento del cerebro.
En el higado y otros tejidos, una ATPasa homdloga, ATP7B, es importante para cargar Cu
en la ceruloplasmina, que tiene una funcion clave en la distribucion periférica de hierro. El
ATP7B también moviliza el exceso de Cu en la bilis, previniendo la sobrecarga de Cu del

tejido (Festa y Thiele, 2011).

1.3.1.3. Enfermedades humanas relacionadas al cobre.

Los defectos en la homeostasis del Cu conducen a la enfermedad de Wilson donde el
exceso de Cu se relaciona con mutaciones en ATP7B, que conducen a la acumulacion
hepatica y neuronal de Cu. La enfermedad de Wilson a menudo conduce a un mal
funcionamiento del higado, defectos neurologicos que incluyen trastornos del movimiento,

convulsiones y depresion que se maneja con dietas bajas en Cu, terapia de quelacion o en
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casos extremos con trasplante de higado. Existe un vinculo potencial entre Cu y la
enfermedad de Parkinson, ya que el Cu se asocia con la agregacion acelerada de la proteina
a-sinucleina en la formacion de cuerpos de Lewy. De forma similar, se ha demostrado que
el Cu promueve la agregacion de proteinas repetitivas de poli glutamina en la enfermedad
de Huntington, asi como la oligomerizacidon neurotoxica del péptido B-amiloide en los
cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer. Por otra parte, la enfermedad de
Menkes, causada por mutaciones en el gen ATP7A, produce una deficiencia periférica de
Cu debido a una falla en la movilizacion del Cu dietético de los enterocitos intestinales a la
circulacion. Como un rasgo recesivo ligado al cromosoma X, los pacientes de Menkes son
tipicamente bebés varones que presentan convulsiones y defectos neurologicos profundos,
termorregulacion anormal, trastornos del tejido conjuntivo, disfuncion de las células
inmunes y otros sintomas que tipicamente conducen a la mortalidad antes de los tres afios

de edad (Festa y Thiele, 2011).

1.3.1.4. La quimica del cobre.

El cobre es probablemente uno de los metales de transicion cuya quimica de coordinacion
ha sido mas estudiada. Dependiendo de su valencia, ligandos disponibles y entorno
quimico, los iones de cobre pueden participar en diferentes geometrias de coordinacion. El
Cu”" oxidado favorece las geometrias planas cuadradas, piramides cuadradas u octaédricas
distorsionadas, mientras que el Cu'" reducido tienen una flexibilidad geométrica atin
mayor (Dalecki et al., 2017). Un caso que merece mencion es el de la estructura del cobre
en la plastocianina que posee una geometria tetraédrica fuertemente distorsionada que
parece derivarse de una bien conservada secuencia de aminoacidos. Esta geometria junto a
la presencia de dos ligandos duros (N) y de dos ligando blandos (S), parece generar una
situacion de compromiso entre los requerimientos del Cu(I) (que tiene preferencia por
coordinacion tetraédrica y ligandos blandos) y los de Cu(Il) (que prefiere geometrias
cuadrado planares u octaédricas distorsionadas, y ligandos duros). Esta situacion, que es un
excelente ejemplo de estado entatico, facilita la rapida transferencia de electrones ya que
no se requeriran cambios estructurales de importancia al variar el estado de oxidacion del
metal, como consecuencia de esta transferencia (Baran, 1995). Ademas de los beneficios
cataliticos inherentes, se ha propuesto que la coordinacion de iones de cobre (y otros iones
metalicos) dentro de las proteinas podria haber servido como una fuerza motriz para la
evolucion estructural de las proteinas de cobre multidominio. En tal escenario, se esperaria

que la coordinacion de los iones de cobre superara la repulsion electrostatica, el
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impedimento estérico u otras fuerzas no covalentes que de otro modo evitarian las
interacciones entre las proteinas monoméricas (Dalecki et al., 2017).

Los estados de oxidacion del cobre varian desde 0 hasta +4, predominando el estado de
oxidacion +2. Aun no se ha confirmado la presencia de Cu(0) en compuestos estables,
aunque podria aparecer como intermediario en algunas reacciones (Cotton y Wilkinson,
1988). El cobre es el tnico elemento de la primera serie del bloque d que presenta estado
de oxidacion +1 estable, excepto en medio acuoso. El Cu(I) o i6n cuproso, presenta una
configuracion electronica d'’ de capa llena. La relevancia de los iones Cu(I) desde el punto
de vista biologico se debe a que son capaces de activar reductivamente al oxigeno
molecular. Sin embargo, la labilidad de la mayoria de este tipo de complejos hace que
carezcan de interés para aplicaciones farmacéuticas. En el estado de oxidacion +2 el i6n
cuprico, o Cu(Il), tiene una configuracion d’ y presenta el efecto Jahn-Teller (Conry, 2005)
con una ganancia en estabilidad que le confiere relevancia en el campo medicinal y para

otras aplicaciones.

1.3.2. Vanadio.

El elemento debe su nombre a la diosa nordica Vanadis, que simboliza la belleza y la
fertilidad (caracteristicas esenciales de la quimica del vanadio). Una motivacion adicional
para Sefstrom al elegir este nombre surgiéo del hecho de que ninguno de los elementos
conocidos hasta entonces comenzaba con la letra V (Rehder, 2008). El vanadio es un
bioelemento bastante singular, ya que en su estado de oxidacion mas elevado (V) se
asemeja quimica y estructuralmente al fosforo, mientras que en sus estados de oxidacion
inferiores (esencialmente III y IV) se comporta como un metal de transicion tipico (Baran,
2000). A pesar que la abundancia elemental relativa del vanadio en la corteza de nuestro
planeta es bastante alta (alrededor del 0.019%, no muy lejos de la de zinc), que es el
segundo elemento de transicion mas abundante en el agua de mar, y que a principios del
siglo XX ya era reconocido como un elemento biologico relevante, hasta 1980 el interés en
la investigacion sobre complejos de vanadio era escaso. En los afios 60 y 70, los
compuestos de vanadio (III) y vanadilo (la designacion utilizada a menudo para
oxidovanadio(IV), pero también para compuestos de oxidovanadio(V) vy
dioxidovanadio(V)) estaban recibiendo interés por muy pocos grupos de investigacion. A
principios de los 70, los efectos fisiologicos y toxicologicos del vanadio comenzaron a
despertar interés. Durante los afios 70, se desarrollaron estudios sobre la unién del vanadio

a proteinas, principalmente mediante la técnica de Resonancia Paramagnética Electronica
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(EPR) permitiendo caracterizar la union de VO* a las proteinas. En los primeros afios de
la década de 1980 se informaron varios estudios sobre la inhibicion de enzimas por
monovanadato(V); se supuso que el monovanadato(V) se unia con una geometria trigonal-
bipiramidal y la primera estructura cristalina de un monovanadato unido a una fosfatasa se
determino en 1985. Hacia el final de los afios 70, el interés en la quimica bioinorgéanica del
vanadio aumentdé enormemente después de comprender las amplias implicaciones
resultantes de las similitudes entre el ortofosfato y el ortovanadato(V), como por ejemplo
la fuerte inhibicion de la Na“, K* -ATPasa. Unos afios mas tarde, el descubrimiento de las
bromoperoxidasas de vanadio (VBPO) en 1984, las primeras enzimas que mostraron el uso
de vanadio como cofactor, estimuld ain mdas la investigacion sobre la quimica y
bioquimica de vanadio, lo que llevd poco después al descubrimiento de las nitrogenasas
dependientes de vanadio (V-Nasas) que contienen las bacterias fijadoras de nitrégeno del
género Azotobacter. Al mismo tiempo, estudios relevantes se relacionaron con la
acumulacion de vanadio en las células sanguineas de algunas ascidias, asi como en el
hongo Amanita muscaria, donde se podian encontrar altas concentraciones de un complejo

de vanadio(IV) notablemente estable, designado como Amavadina (Costa Pessoa, 2015).

1.3.2.1. El vanadio en la naturaleza.

El vanadio como el elemento numero 23 de la tabla periddica, es un metal de transicion de
la primera serie de metales de transicion localizado entre el titanio y el cromo. Es el 22°
elemento mds abundante en la corteza terrestre y supera a los metales bioactivos
importantes, como Cu y Zn. Su presencia en el suelo, hace que ingrese a la cadena
alimenticia a través de la asimilacion en la vegetacion y es un oligoelemento comun en las
semillas y raices de plantas y cultivos. Esta propagacion de vanadio a través de la cadena
alimenticia explica los rastros de vanadio que cominmente se encuentran en los alimentos
humanos y animales (Crans y Chatterjee, 2013). La naturaleza y el contenido de vanadio en la
atmosfera es una cuestion de salud publica. La liberacion natural de vanadio al medio
ambiente se produce por la erosion del suelo y la roca, el polvo continental, los aerosoles
marinos y la actividad volcénica. El vanadio estd presente en la mayoria de las arenas
bituminosas y en los asfaltenos y generalmente es el metal traza mas abundante en petrdleo
crudo y pizarras (roca de arcilla), principalmente en estado de oxidacion +4. Por lo tanto, la
actividad antropogénica de la combustion de los combustibles ha contribuido en mayor
medida a los niveles actuales ambientales de vanadio y a la toxicidad de los compuestos de

vanadio por las vias de exposicion inhalatoria y oral (Costa Pessoa, 2015).
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Al ser un metal del grupo 5, el vanadio tiene un rango de estados de oxidacion disponibles
y varios de estos estan representados en su bioquimica. En un estado de oxidacion bajo, los
compuestos de vanadio no son estables en presencia de oxigeno y, por lo tanto,
generalmente no son compatibles con los entornos de la superficie terrestre. El vanadio es
abundante en la corteza terrestre generalmente en los estados de oxidacion mas altos. El
nicleo de vanadio tiene solo dos isotopos naturales, *°V y °'V, de los cuales este ultimo
tiene una abundancia natural superior al 99%. En la biosfera, las formas mas comunes de
vanadio estdn en los estados de oxidacion (IV) y (V). Las formas de vanadio encontradas
en ambientes anaerdbicos pueden estar en el estado de oxidacion III (Crans y Chatterjee,

2013).

1.3.2.2. El vanadio en los mamiferos.

La existencia de una gran cantidad de datos de experimentos en animales de laboratorio
permitié entender algunos aspectos generales relacionados con la absorcion, el transporte,
las transformaciones biologicas, la toxicidad y la excrecion de vanadio. Las vias
metabolicas del vanadio proveniente de la dieta, como el dihidrogenovanadato [HyVO4]
pueden resumirse de la siguiente manera. Después de la absorcion oral, el vanadato alcanza
el tracto gastrointestinal, donde se reduce parcialmente y se precipita a hidroxidos de
oxidovanadio(IV) (VO™") que se excretan con las heces. Otra porcion se absorbe y circula
en la sangre, donde se somete a especiacion redox y complejacion por las proteinas séricas
transferrina y albimina. Los iones vanadato(V) y oxidovanadio(IV) son finalmente
incorporados a las células, principalmente las del higado, bazo y rifion. La excrecion se
logra a través de la orina. Parte del vanadio es absorbido por los huesos, donde el tiempo
medio de retencidn es comparativamente largo (Baran, 2000; Rehder, 2008). Para los
humanos, la mayor fuente de exposicion natural son los alimentos, en los que se encuentra
en baja concentracion (<1 ng/g) y por contaminacion debida a la inhalacion del pentoxido
de vanadio producido por la quema de combustibles con un alto contenido de fosiles de
vanadio. Algunos de los alimentos ricos en vanadio son champifiones, mariscos, semillas
de eneldo, perejil, pimienta negra, cereales y frutas frescas (Garcia, 2006).

La contaminacion ambiental por vanadio ha aumentado dramaticamente debido al uso
generalizado de combustibles fosiles, muchos de los cuales liberan pentéxido de vanadio
finamente particulado a la atmosfera durante la combustion. Por lo tanto, la toxicologia del
vanadio constituye un area de interés creciente. Se ha informado toxicidad de vanadio en

animales de experimentacion y en humanos. El grado de toxicidad depende de la ruta de
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incorporacion, la valencia y la forma quimica del elemento y, en cierta medida, depende de
la especie. En general, aumenta a medida que aumenta la valencia, siendo el pentavalente
el mas toxico. Aunque en condiciones naturales los efectos toxicos no ocurren con
frecuencia, en dosis altas o como consecuencia de la exposicion crdnica, es un elemento
relativamente toxico para los humanos. El tracto respiratorio superior es el objetivo
principal en la exposicidn ocupacional. La exposicion aguda y cronica da lugar a la
conjuntivitis, la rinitis y las enfermedades similares al asma en los casos mas graves.
También puede producir fatiga, palpitaciones cardiacas, problemas gastrointestinales y
dafio renal. En humanos, se ha observado toxicidad aguda en mineros de vanadio y
trabajadores industriales expuestos a altas dosis de vanadio. La intoxicacidon con metales
puede tratarse mediante lo que se conoce como terapia de quelacion. Este procedimiento
ocupa un lugar central en la medicina y farmacologia modernas ya que la amplia
experiencia clinica y los estudios continuos con animales de laboratorio demuestran que las
intoxicaciones agudas o crdonicas con una variedad de metales pueden mejorarse
considerablemente mediante la administracion de un agente quelante adecuado (Williams y
Baran, 2008). Sin embargo, en el caso del vanadio, algunos agentes quelantes como el
glutation reducido (GSH) (agente reductor biolégico involucrado en los procesos de
destoxificacion de materiales exdgenos) desempena un papel central en el metabolismo del
vanadio. En los eritrocitos, el vanadato se transforma rapidamente en oxidovanadio(IV)
por el GSH, que puede actuar como un ligando para los cationes de VO*" generados. La
formacion de diferentes complejos del cation de oxidovanadio(IV) con formas reducidas y
oxidadas de glutation sugiere que ambas moléculas pueden participar en la estabilizacion y
en los primeros pasos del transporte de VO** inmediatamente después de la reduccion de

vanadio(V) mediada por GSH en los sistemas vivos (Baran, 2000).

1.3.2.3. La quimica del vanadio.

Como ya se menciond anteriormente, el vanadio presenta diferentes estados de oxidacion
que van desde -1 hasta +5 siendo los estados +3, +4 y +5 los mas relevantes en sistemas
biologicos. Si bien el vanadio(IIl) es un ejemplo conocido de estos sistemas biologicos (se
encuentra en los vanadocitos de la sangre de los tunicados), los estados de oxidacion IV y
V son los mas accesibles bajo condiciones fisiologicas. El ion vanadio en estado de
oxidacion III es un ion metalico de configuracion electrénica d* mientras que en estado de
oxidacion IV posee una configuracion electrénica d'. Tanto el vanadio (III) como (IV)

experimentan reacciones de hidrdlisis y, por lo tanto, forman varias especies. Los estudios

16



Capitulo 1: Introduccion

con estos estados de oxidacion en ausencia de ligandos y/o en presencia de oxigeno daran
como resultado la oxidacion del vanadio. El ion vanadio (IV) generalmente existe como un
ion oxido, VO* y en solucién acuosa como el catién pentaaquooxidovanadio(IV) (Figura
1.1A). Los precursores que contienen este grupo son comunes e incluyen VOSOy,
VO(acac), y VOCl,. La quimica del vanadio (III) se investiga menos que la quimica del
vanadio (IV). Sin embargo, varias especies se forman a partir de este estado de oxidacion y
pueden ser bastante estables incluso en presencia de oxigeno. En el estado de oxidacion 111
el vanadio siempre carece del grupo oxido. En medio acuoso, se forma exclusivamente el

complejo hexaaquovanadio(IIl) (Figura 1.1B) (Crans y Chatterjee, 2013).
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Figura 1.1. Estructuras de las principales especies de (A) oxidovanadio(IV), (B)
vanadio(IIl) y (C, D, E) vanadio(V) en solucion acuosa (Crans y Chatterjee, 2013).

La geometria de coordinacion de una serie de especies de oxidovanadio(IV) oscila entre
piramidal cuadrada o bipirdmide de base triangular y octaédrica. La longitud de enlace
V=0 axial esta en el rango de 1.57-1.67 A. Los 4ngulos de enlace O-V-O se desvian del
valor ideal, lo que da como resultado que el vanadio central se eleve ligeramente por
encima del plano basal en la geometria piramidal cuadrada. El vanadio(IV) es estable a pH
bajo, pero a pH neutro requiere la formacion de complejo para evitar procesos de
oxidacion. La especie de oxidovanadio(IV) es versatil formando complejos estables con
una amplia gama de ligandos. Los complejos formados con ligantes cuyos sitios de
interaccion son predominantemente basados en oxigeno, son particularmente estables y
también son frecuentes aquellos cuyos ligandos presentan nitrogenos en su esfera de
coordinacion. Los complejos formados con ligandos donantes basados en S son menos
comunes, pero juegan un papel importante en la bioquimica de vanadio. En el estado de
oxidacién (V), el vanadio es un ion metalico de configuracion electronica d° y, como tal,
tiene una quimica acuosa compleja. En este estado de oxidacion, el ion metalico existente
tanto en formas catidnicas como anidnicas y forma una amplia gama de complejos. La

quimica de coordinacion del vanadio (V) se comprende muy bien, porque la naturaleza
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diamagnética de este ion metalico y su gran abundancia natural y momento cuadrupolar lo
convierten en un nicleo activo para la resonancia magnética nuclear (RMN). En la
naturaleza, el vanadio(V) existe en multiples formas de oxidovanadatos (Figuras 1.1C,
1.1D y 1.1E) en una variedad de minerales. Esta quimica de oxidovanadato(V) se evita
cuando el vanadio estd unido firmemente con una proteina formando un complejo, tal
como se observa cuando el vanadio actiia como cofactor en las haloperoxidasas presentes

en algas, liquenes y hongos (Crans y Chatterjee, 2013).

1.4. Ligandos (flavonoides y 5-Hidroxitriptofano).

1.4.1. Flavonoides.

Los flavonoides constituyen un grupo grande de compuestos polifendlicos ampliamente
distribuidos en las plantas. El creciente interés en la investigacion de los flavonoides se
debe a sus diversos beneficios para la salud reportados en varios estudios epidemiologicos
(Kumar y Pandey, 2013). Son componentes importantes de la dieta humana y las
principales fuentes son los vegetales, como frutas, semillas, nueces, hierbas aromaticas,
cebollas y legumbres. Ademas, diferentes bebidas, como el vino, el té y la cerveza,
contienen cantidades apreciables de flavonoides (Kumar y Pandey, 2013; Sanna et al.,
2014). Estos compuestos son antioxidantes multifuncionales polifenlicos naturales
capaces de eliminar especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno mediante diferentes
mecanismos, como ser la eliminacion de radicales libres, la quelacion de iones metalicos,
la inhibicion de enzimas prooxidantes y la activacion de enzimas antioxidantes. Son
reconocidos como posibles farmacos candidatos para ser utilizados en el tratamiento y la
prevencion de una gran cantidad de trastornos patologicos (Ami¢ y Luci¢, 2010; Sanna et
al., 2014). Sus propiedades benéficas se atribuyen a su actividad antioxidante que depende
del nimero y la posicion de los sustituyentes hidroxilo en sus estructuras. Sin embargo, la
gran variedad de actividades biologicas de los flavonoides no se limita a sus propiedades
antioxidantes (Kasprzak et al., 2015). Los flavonoides constituyen el grupo mas importante
de compuestos polifenolicos con mas de 6000 especies que se pueden dividir en 13 clases.
La estructura principal estd compuesta por el nicleo flavan (2-fenil-1-benzopiran-4-ona)
que contiene 15 4tomos de carbono dispuestos en 3 anillos llamados A, B y C (Figura 1.2),
donde el puente con 3 atomos de carbono generalmente se cicla con oxigeno (Sanna et al.,
2014). Segun el grado de oxidacion del anillo C, el patron de hidroxilacion y el

sustituyente en C3, los flavonoides pueden clasificarse en siete subclases: flavonas,
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flavonoles, flavanonas (Kasprzak et al., 2015), flavanoles (catequinas), flavanonoles
(Selvaraj et al., 2013), isoflavonas y antocianidinas (aglicon de las antocianinas) (Uivarosi
y Munteanu, 2017). Los compuestos agrupados en cada subclase difieren tanto en el
numero y disposicion de los grupos fenolicos en los anillos A y B, como en el grado de
alquilacion y/o glicosilacion de estos grupos (Tabla 1.1). La glucosa es el residuo de azucar

mas comuin, pero también es posible encontrar galactosa, ramnosa y xilosa (Sanna et al.,

2014).

Figura 1.2. Estructura del nucleo flavan (2-fenil-1-benzopiran-4-ona).

Tabla 1.1. Estructura quimica de algunos flavonoides. Para la numeracion ver Figura 1.2.

Naringenina 5,7,4’-trihidroxiflavanona
Flavanonas Naringina naringenina-7-neohesperiddsido
Liquiritigenina 7,4’-dihidroxiflavanona
O Hesperetina 5,7,3’-trihidroxi-4’-metoxiflavanona
° Hesperidina hesperetina-7-rutindsido
O Eriodictiol 5,7,3°,4’-tetrahidroxiflavanona
Homoeriodictiol | 5,7,4’-trihidroxi-3’-metoxiflavanona
© Pinostrobina 5-hidroxi-7-metoxiflavanona
Pinocembrina 5,7-dihidroxiflavanona
Flavanonoles 3,5, 7-trihidroxi-2-[3-(S)-(4-hidroxi-3-
O Silibinina metoxfenil)-2-(S)-(hidroximetil)-2,3-dihidro-
O ° 1,4-benzodioxin-6-il]croman-4-ona
on Taxifolina 3,5,7,3" 4'-pentahidroxiflavanona
° Pinobanksina 3,5,7-trihidroxiflavanona

(continua en la siguiente pdagina)
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Tabla 1.1. (Continuacion)

@:\Q
OH

Crisina 5,7-dihidroxiflavona
Baicaleina 5,6,7-trihidroxiflavona

Flavonas Baicalina baicaleina-7-glucosido
Luteolina 5,7,3°,4’-tetrahidroxiflavona
Apigenina 5,7,4’-trihidroxiflavona
Scutellareina 5,6,7,4’-tetrahidroxiflavona
Wogonina 5,7-dihidroxi-8-metoxiflavona
Tangeritina 5,6,7,8,4’-pentametoxiflavona
Diosmetina 5,7,3’-trihidroxi-4’-metoxiflavona
Diosmina diosmetina-7-rutindsido
Flavonol 3-hidroxiflavona
Galangina 3,5,7-trihidroxiflavona

Flavonoles Kampferol 3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona
Morina 3,5,7,2’,4’-pentahidroxiflavona
Miricetina 3,5,7,3’,4°,5’-hexahidroxiflavona
Quercetina 3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona
Fisetina 3,7,3°,4’-tetrahidroxiflavona
Azaleatina 3,7,3°,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona
Rutina quercetina-3-rutindsido
Ramnetina 3,5,3°,4’-tetrahidroxi-7-metoxiflavona
Catequina (2R,3S)-2-(3,4-dihidrqxifenil)-3,4-dihidr0-
2H-chromene-3,5,7-triol
Flavanoles Epicatequina (2R,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-

2H-chromene-3,5,7-triol

Epicatequina-3-
galato

[(2R,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-

3,4-dihidro-2H-chromen-3-il] 3.4,5-
trihidroxibenzoato

[(2R,3R)-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-5,7-

galactdsido, cianidina-3-rutindsido y
malvidina-3-glucdsido.

Epigalocatequina- | 54 6 3 4 dihidro-2H-chromen-3-il] 3,4,5-
3-galato o .
trihidroxibenzoato
Isoflavonas Daidzeina 7,4’-dihidroxiisoflavona
° Daidzina daidzeina-7-glucésido
O ‘ Genisteina 5,7,4’-trihidroxiisoflavona
I O Genistina genisteina-7-glucosido
Antocianidinas Pelargonidina 3,5,7,4’-tetrahidroxiflavilio
Apigenidina 3-desoxi-pelargonidina
JS\ O Cianidina 3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavilio
O Delfinidina 3,5,7,3’,4°,5-hexahidroxiflavilio
o Malvidina 3,5,7,4’-tetrahidroxi-3',5'-dimetoxi-flavilio
Antocianinas cianidina-3-glucosido, cianidina-3-

*Tabla construida con datos extraidos de los reportes de Kasprzak et al. (2015), Selvaraj et al. (2013),

Uivarosi y Munteanu (2017) y Heim et al. (2002).

20



Capitulo 1: Introduccion

Debido a la presencia de grupos oxo e hidroxilo (y donantes de nitrogeno en algunos
compuestos sintéticos), muchos flavonoides pueden coordinar y formar complejos quelatos
con varios iones metalicos (Figura 1.3). Sin embargo, las reacciones entre los flavonoides y
los iones metéalicos no siempre se limitan a la formacion de enlaces de coordinacion
simples. Dependiendo del ion metalico, pueden ocurrir reacciones redox entre los iones
metalicos y los ligandos, ya que la mayoria de los flavonoides tienen una buena capacidad
de reduccion. Esto es particularmente relevante para iones metalicos con propiedades

. I p IV . I Il . VI
oxidantes (Fe™, Ru ", Ru™, Au ", Os" ).

Sistema cinamoilo
320-385 nm

Sistema benzoilo
240-280 nm

HO c:b
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|
)
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OH ©)
\ / \Mn+
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Figura 1.3. Posibles sitios quelantes de la quercetina. Los flavonoides pueden coordinar los
iones metdlicos en su forma neutra (como se muestra) o anidnica. La linea punteada

delimita los dos segmentos estructurales de la quercetina responsables de las bandas

principales en su espectro de absorcion electronica (Kasprzak et al., 2015).

Como los flavonoides son compuestos coloreados, tienen bandas de absorcion especificas
en la regidon UV-Vis y pueden analizarse mediante métodos espectrofotométricos. Los
espectros UV-Vis de la mayoria de los flavonoides (especialmente flavonoles, debido a la
presencia del resto 3-OH) muestran dos bandas de absorcion principales: la banda del
sistema benzoilo (banda II) en el rango de 240-280 nm y la banda del sistema cinamoilo
(banda I) en el rango de 320-385 nm (Figura 1.3). Las bandas pueden atribuirse a brechas
de energia HOMO-LUMO, y la banda I tiene caracter 1 — n*. Después de coordinar los
iones metdlicos, los espectros UV de los flavonoides cambian, mostrando un

desplazamiento batocromico (hacia el rojo). Algunos autores sugieren que el cambio
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batocréomico es causado por una fuerte transferencia de carga desde el flavonoide al centro
metalico, mientras que otros atribuyen el cambio a una disminucion en la brecha HOMO-
LUMO en la molécula de flavonoides, en lugar de la transferencia de carga (Kasprzak et
al., 2015).

Como puede observarse en la Figura 1.3, los flavonoides presentan mas de un posible sitio
de quelacion para los iones metélicos. Por ejemplo, la coordinacion del metal con la
quercetina, 3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona, puede ocurrir a través de los grupos 3-
hidroxilo y 4-carbonilo del anillo C (designado como sitio 3-4), a través de los grupos 4-
carbonilo del anillo C y 5-hidroxilo del anillo A (sitio 4-5), o a través de los grupos
hidroxilo del anillo B (sitio 3’-4’) (Kasprzak et al., 2015). En el caso de glucosidos
flavonoides que contienen restos de hidratos de carbono tales como glucosido, ramndsido y
rutinésido, los grupos hidroxilo adicionales presentes en el resto de azicar también pueden
contribuir a la formacion de enlaces con el ion metalico. Aunque los flavonoides poseen un
numero diferente de sitios de unidn a metales, cominmente los complejos de iones
metalicos se forman preferentemente entre el grupo ceto en la cuarta posicion en el anillo
C y el grupo fenodlico en la quinta posiciéon en el anillo A, lo que puede deberse a la
proximidad de los grupos donantes de electrones (Selvaraj et al., 2013). No obstante, el
sitio de union preferido depende no solo del flavonoide, sino también del ion metalico y
del valor del pH, que ademés es relevante para las propiedades in vivo (debido a
condiciones fuertemente 4cidas en el estomago frente a pH sanguineo, pH &cido en
lisosomas, acidosis patolégica en tumores y tejido inflamado, a modo de ejemplos). Los
flavonoides como polifenoles son acidos débiles que sufren desprotonacién que afecta
fuertemente la coordinacion de los iones metalicos. Se ha publicado un gran numero de
estudios experimentales y tedricos sobre las propiedades de coordinacion de los
flavonoides y, a menudo, se han obtenido resultados aparentemente contradictorios con
respecto al sitio de uniéon y la estequiometria o relacion metal/ligando, debido a la
variacion en las condiciones experimentales en el diferentes estudios. Ademas de los
complejos con relacion metal/ligando 1:1, 1:2 y 2:1, en principio son posibles otras
estequiometrias, incluyendo 1:3, 2:2, 2:3 y 3:1. Sin embargo, por razones estéricas, los
complejos con mas de dos ligandos flavonoides generalmente estan restringidos a iones de
metales de tierras raras. Por otra parte, la unién simultdnea de dos iones metalicos al sitio
3-4 y 4-5 es desfavorable debido a la repulsion estérica (Kasprzak et al., 2015). Los
ligandos flavonoides pueden unirse a un ion metalico usando diferentes conjuntos de

donantes, como ser: a) CO y O’, denominada coordinacion tipo “maltol” o “acetilacetona”
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dependiendo de la formacion de un anillo de cinco o seis miembros, respectivamente; b) O°
y O, llamada coordinacion tipo “catecol” (Sanna et al., 2014). Esta denominacion se debe

a la similitud de cada tipo de coordinacién con dichas moléculas (Figura 1.4).

A B Q C

OH 0 OH OH

AN ]

3
o) CHs OH

Figura 1.4. Estructuras quimicas de la (A) acetilacetona, (B) maltol y (C) catecol.

Sanna et al. (2014) sostienen que es posible la formacion de geometrias pentacoordinadas
(Figura 1.5A), cis-octaédricas (Figura 1.5B) y trans-octaédricas (Figura 1.5C). Estos
autores, al comparar los resultados obtenidos en los sistemas VO/crisina (coordinacion tipo
acetilacetona) y VO/3-hidroxiflavona (coordinacion tipo maltol), afirman que con el
conjunto de donantes (CO,0") se forman especies cis-octaédricas cuando los anillos de
quelatos son de cinco miembros (como con 3-hidroxiflavona), mientras que las estructuras
pentacoordinadas se prefieren cuando los anillos de quelatos son de seis miembros (como
con crisina). En el sistema VO/7,8-dihidroxiflavona cuyo ligando tiene los grupos
fendlicos adyacentes, puede formar complejos con coordinacion tipo catecol, mientras que
la coordinacion del oxigeno de carbonilo monodentado puede ser descartada. En el sistema
VO/baicaleina como el ligando ademéas de tener tres grupos fenolicos adyacentes en los
carbonos 5, 6 y 7, que pueden dar una coordinacion tipo catecol (O,0") similar al ejemplo
anterior, también puede formar anillos de quelatos de seis miembros (CO,07) o
coordinacion tipo acetilacetona usando el grupo fendlico en la posicion 5 y el grupo
carbonilo en la posicion 4, de manera similar a la crisina. Las especies con coordinacion
tipo catecol tienen una mayor estabilidad termodindmica que aquellas con coordinacion
tipo acetilacetona, pero la pérdida de dos protones es necesaria para su formacion. Dado
que para la coordinacion (CO, O°) la desprotonacion de un solo grupo fendlico es
suficiente, podemos esperar que a un pH mas 4cido se prefiera la coordinacion tipo
acetilacetona, mientras que a valores de pH mas altos predomine la coordinacioén tipo
catecol. Crisina y morina forman especies pentacoordinadas con coordinacion (CO,O") tipo
acetilacetona. Este comportamiento también se espera para otros complejos

VO/flavonoides, como los de apigenina, galangina, isoramnetina y kampferol. Con morina,
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puede ocurrir la formacion de complejos con geometria cis-octaédrica y coordinacion tipo
maltol (andloga a los formados por 3-hidroxiflavona) o estructura pentacoordinada y
coordinacion similar a acetilacetona (similar a los formados por crisina). Ademads, también
es posible la formacién de complejos con coordinacion mixta, es decir, con un anillo
quelato de cinco miembros mas un anillo quelato de seis miembros. La coordinaciéon o-
bifendlica, posible en principio después de la coordinacion de los grupos OH en las
posiciones 3 (anillo C) y 2’ (anillo B), tiene baja estabilidad debido a la formaciéon de un

anillo quelante de siete miembros.
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Figura 1.5. Posibles estructuras para una especie de oxidovanadio(IV) bis quelada formada

U)—<

por un ligando flavonoide bidentado (O,0): (A) pentacoordinado, (B) cis-octaédrico y (C)

trans-octaédrico. S representa una molécula de disolvente (Sanna et al., 2014).

Se ha informado que los flavonoides poseen diversos efectos biologicos: anticancerigenos,
antivirales, antiinflamatorios, inmunoestimulantes, antialérgicos y que reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Uivarosi y Munteanu (2017) sostienen que muchos de estos
efectos beneficiosos para la salud, incluida la actividad contra el cancer, surgen de las
propiedades antioxidantes de estos compuestos polifendlicos, y proponen los siguientes
mecanismos:
(1) Eliminacion directa de radicales: las moléculas de flavonoides se oxidan por radicales
libres (R*) dando como resultado radicales mas estables, menos reactivos:

FLOH + R®* — FLO® +
donde R® hace referencia a las EROs (hidroxilo (OH®), superdxido (O,%), peroxilo
(ROO%)), o a las ERNs (6xido nitrico (NO®), peroxinitrito (ONOOH)) y las siglas FLOH
simbolizan al flavonoide protonado.
(2) Quelacion de iones metalicos: la propiedad de los flavonoides para formar quelatos se

puede considerar desde dos puntos de vista:
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a- Los flavonoides se unen a iones metalicos como Fe(Il), Fe(IIl) y Cu(Il), evitando la
generacion de radicales libres en las reacciones de Fenton:
M™ + H,0, —» M™" + OH + OH*
b- Los flavonoides forman complejos metdlicos que son antioxidantes generalmente
mas potentes que los ligandos libres.
(3) Inhibicioén de diversas enzimas que son responsables de la formacion de EROs/ERNs
(xantina oxidasa, nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducido (NADPH) oxidasa).
(4) Regulacion positiva de sistemas enzimaticos y no enzimaticos implicados en los
procesos de eliminacion y desintoxicacién de especies oxidantes, tales como glutation
reducido (GSH), peroxidasa de GSH, superoxido dismutasa, etc.
(5) Regeneracion de las especies antioxidantes tales como ascorbato y a-tocoferol por
reacciones de transferencia de electrones.
Muchos estudios han correlacionado la actividad antioxidante de los flavonoides con las
siguientes caracteristicas estructurales: la sustitucion orto-dihidroxi en el anillo B; la
presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 y de una funciéon 4-oxo; y una

conformacion de 3-hidroxi-4-ceto y/o 5-hidroxi-4-ceto (Figura 1.3).

1.4.1.1. Baicalina.

La medicina herbaria se ha practicado en China y otros paises durante siglos. Baicalina
(Baic) y baicaleina son dos de los compuestos bioactivos principales que se encuentran en
la hierba medicinal tradicional Baikal skullcap (Scutellaria baicalensis Georgi). S.
baicalensis es conocida como "Huang qin" en China y "Ogon" en Japén y ha sido
administrada rutinariamente en el tratamiento de diferentes enfermedades. Esta planta se ha
utilizado durante siglos en la medicina tradicional asidtica y se vende cada vez mas en los
Estados Unidos y en toda Europa (Perez et al., 2009). Se cultiva en Polonia y el extracto de
sus raices se emplea en la industria farmacéutica y alimentaria europea. Ademas del
aislamiento de flavonoides de tipo glucurénido (como baicalina y wogonosido), también se
aislaron a partir de los cultivos de raices transformadas, flavonoides que poseen grupos
metoxilo y/o hidroxilo en diferentes posiciones de los anillos aromaticos (Wolniak et al.,
2008).

La Baicalina (acido 7-glucuronico-5,6-dihidroxiflavona, Baic) es uno de los principales
constituyentes activos aislado a partir de las raices secas de S. baicalensis y su forma
aglicona se llama baicaleina (Figura 1.6) (Zhao et al., 2013). Baic es considerada como el

compuesto marcador para el control de calidad de mas de 100 preparaciones codificadas en
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la Farmacopea China (Cheng et al.,, 2014). Varios estudios han demostrado que Baic
exhibe varias actividades biologicas, tales como antioxidante, anti-inflamatoria,
anticancerigena, hepatoprotectora, antibacteriana, antiviral (Srinivas, 2010), antifingica
(Yang et al., 2014), cardioprotectora (Huang et al., 2005), fotoprotectora (Zhang et al.,
2014), antiabortiva (Wang et al., 2014), ansiolitica (Wei et al., 2006) e inmunosupresora
(Yang et al., 2012). Por otra parte, Baic ha demostrado efectos beneficiosos en varios
modelos de enfermedades, como pancreatitis, obesidad, diabetes (Srinivas, 2010), artritis
reumatoide (Yang et al., 2013), asma (Wu et al., 2012), alopecia androgenética (Kim et al.,
2014), Parkinson (Guo C. et al., 2014) y Alzheimer (Tarragé et al., 2008).

Baicaleina: R=H HO COOH
o

Baicalina: R=glucurénido R
Ho  CH

Figura 1.6. Estructura quimica de la Baicalina (4cido 7-glucurénico-5,6-dihidroxiflavona,

Baic) y Baicaleina.

Dada las propiedades biologicas de Baic y su amplia utilizacion en la medicina tradicional
china, en la literatura existen numerosos reportes que se han centrado en las propiedades
fisicoquimicas y la farmacocinética de la misma. Zhao et al. (Zhao et al., 2013) han
examinado las preparaciones comercializadas de este flavonoide (incluyendo cépsulas y
tabletas) y encontraron que la baja biodisponibilidad oral puede atribuirse a la formacion
de enlaces de hidrogeno intramoleculares que dan como resultado una solubilidad pobre en
agua. Estos investigadores han desarrollado una nanoemulsion que es efectiva para mejorar

la biodisponibilidad oral de Baic y que exhibe un gran potencial para aplicaciones clinicas.
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La absorcion de Baic es moderada en el estobmago y pobre en el intestino delgado y colon.
Por el contrario, la baicaleina se absorbe bien en el tracto gastrointestinal (Zhao et al.,
2013). Después de la administracion oral, Baic se convierte en baicaleina por la f-
glucuronidasa de bacterias intestinales y luego se absorbe y se transporta al higado. En los
microsomas hepaticos, la baicaleina se transforma en otros metabolitos mediante la enzima
uridina 5'-difosfato (UDP) glucuronosiltransferasa. Estos metabolitos son 7-O-
glucurénido-6-metoxi-5-hidroxiflavona, 6-0O-glucuronido-5,7-dihidroxiflavona y

principalmente 7-O-glucur6nido-5,6-dihidroxiflavona (Baic) (Dou et al., 2011).

1.4.1.2. Apigenina.

La Apigenina (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona, Api) es un
flavonoide perteneciente a la clase estructural de flavonas (Figura 1.7), presente en
abundancia en frutas y verduras como naranjas, pomelo, apio, perejil, cebollas, manzanilla
y brotes de trigo. Una de las fuentes mas comunes de Api que se consume como té de
hierbas de ingrediente Unico es la manzanilla, preparada a partir de las flores secas de
Matricaria chamomilla. Esta es una planta herbacea anual, originaria de Europa y Asia
Occidental que se ha naturalizado en Australia, Gran Bretafa y los Estados Unidos. La
planta se cultiva en Alemania, Hungria, Rusia y otros paises del sur y este de Europa para
cosechar las cabezas de flores. Las infusiones de manzanilla contienen concentraciones
maximas de Api que varian entre 0.8-1.2% y aceites esenciales que tienen propiedades
aromaticas, aromatizantes y colorantes. Otras fuentes de Api incluyen bebidas como el
vino tinto y la cerveza elaborada a partir de ingredientes naturales. En la naturaleza, la
apigenina también existe como dimero, biapigenina, principalmente aislada de los brotes y
flores de Hypericum perforatum, que tiene efectos neuroprotectores (Shukla y Gupta,
2010).

Este flavonoide se encuentra estructuralmente relacionado con la crisina y luteolina, las
que se diferencian tinicamente por el grado de sustitucion del anillo B. La crisina no tiene
sustituyentes en el anillo B, mientras que la apigenina tiene un grupo OH en la posicion 4’
y la luteolina tiene dos grupos OH en las posiciones 3’y 4’del anillo B. Apigenina y
luteolina fueron identificadas como los principales componentes naturales de un colorante
ampliamente utilizado conocido como weld. El mismo se origina en las hojas y el tallo de
Reseda luteola L y fue el colorante mas utilizado en Europa antes del descubrimiento de
América (Corredor et al., 2009). El weld adquiere un peculiar color amarillo cuando se

compleja con mordiente metalico y, utilizada desde el comienzo de la Era Cristiana para
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fijar el color en seda y lana, es el tinte natural mas antiguo conocido en Europa (Amat et
al., 2008). Por lo tanto, estos dos flavonoides son muy abundantes en los colorantes textiles
de diversas muestras y se conocen sus espectros HPLC, GCMS, IR, Raman, etc. Como su
estructura difiere en un solo grupo hidroxilo exhiben propiedades estructurales similares
(Corredor et al., 2009).

Ademas de la importancia historica de Api en el campo textil, su utilizaciéon en el campo
de la medicina herbolaria ha llevado a numerosas investigaciones para caracterizar sus
propiedades biologicas. En la literatura existen reportes de actividad antimicrobiana de Api
extraido de plantas y musgos (Akroum et al., 2009; Basile et al., 1999). Las propiedades
antioxidantes de Api fueron estudiadas anteriormente (Majewska et al., 2011; Si et al,,
2011; Van Norren et al, 2006; Yi et al.,, 2013) y podrian considerarse pobres en
comparacion con la actividad de luteolina. La baja actividad antioxidante de Api estad
relacionada con su estructura quimica. La presencia de un solo grupo hidroxilo en el anillo
B y la ausencia del grupo OH en la posicion 3 afectan la capacidad antioxidante de este
flavonoide. Ademas, se ha informado que Api es un potente inhibidor del crecimiento
celular e inductor de la apoptosis en diversas células cancerosas humanas (Shukla y Gupta,
2010) y se han propuesto varias vias de inhibicion de la proliferacion (Li et al., 2009; Zhao
et al, 2011). Ademas, existen pruebas de que Api puede inducir la apoptosis por
generacion de EROs en diferentes lineas celulares de cancer (Das et al., 2012; Harrison et

al., 2014; Lee et al., 2008; Lu et al., 2010; Valdameri et al., 2011).

OH O

Figura 1.7. Estructura quimica de la Apigenina (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-

benzopiran-4-ona, Api).
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1.4.2. 5-Hidroxitriptofano.

El aminoécido 5-Hidroxitriptofano (4cido 2-amino-3-(5-hidroxi-1H-indol-3-il) propanoico,
5-HTP) es un metabolito del L-triptofano en la ruta de la serotonina (Figura 1.8). En el
cerebro, controla la concentracion de serotonina y, por lo tanto, juega un papel importante
en dicha via. Los niveles de serotonina se elevan por la administracion oral de 5-HTP, lo
que produce efectos terapéuticos en el caso de diversos sintomas, como depresion, dolor de
cabeza cronico e insomnio. Ademas, el aminoacido aromatico de origen natural 5-HTP
presente en las semillas de la planta africana Griffonia simplicifolia fue descrito como un
agente antioxidante (Hara y Kino, 2013). El estrés oxidativo es causado por la reaccion de
especies de oxigeno quimicamente agresivas con biomoléculas y contribuye al desarrollo
de algunas enfermedades. En las plantas, los compuestos fendlicos y los carotenoides
constituyen los principales antioxidantes protectores de los tejidos. Mucho menos se sabe
sobre los antioxidantes de los animales. La esponja que crece en la region intermareal
Hymeniacidon heliophila que sobrevive bajo la luz solar intensa contiene el antioxidante 5-
HTP como componente principal. Otros agentes antioxidantes conocidos tales como
flavonoides, carotenoides o derivados de tocoferol estan ausentes. Tanto el potencial de
oxidacion como la concentracion de 5-HTP en H. heliophila corresponden a los valores
observados para los flavonoides que son los principales agentes antioxidantes en las

plantas (Lysek et al., 2003).

S OH
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\ H
\
H

Figura 1.8. Estructura quimica del 5-Hidroxitriptéfano (acido 2-amino-3-(5-hidroxi-1H-

indol-3-il) propanoico, 5-HTP).

1.5. Efectos de la complejacion en las propiedades biologicas de los ligandos.
La complejacion es una estrategia ttil en el disefio de firmacos permitiendo modificar
ciertas caracteristicas de los ligandos libres. Los complejos metalicos exhiben, en algunos

casos, propiedades farmacologicas superiores tales como actividades antioxidantes,
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antimicrobianas, anticancerigenas y antidiabéticas, brindandoles un enorme potencial
terapéutico. Por otra parte, la complejacion puede mejorar el perfil toxicoldgico de algunos
ligandos y su estabilidad quimica tanto in vitro como in vivo. Sin embargo uno de los
principales desafios es sortear el obstaculo de la disminucion de la solubilidad que acarrea
la complejacion. En este sentido hay grupos de investigacion trabajando en formulaciones
farmacéuticas con el objeto de mejorar la solubilidad en agua y controlar la liberacion de
complejos metélicos, empleando las conocidas ciclodextrinas y desarrollando nuevos
micro y nanovehiculos (liposomas) (Uivarosi y Munteanu, 2017).

Como ya se menciono, los flavonoides son sustancias polifenolicas con muy buenas
propiedades donadoras de electrones. La capacidad de quelacion de metales es una
caracteristica clave de los flavonoides y ejerce una gran influencia sobre la naturaleza y la
magnitud de las actividades farmacologicas de los mismos. La formacién de complejos de
iones metalicos con flavonoides da una orientacion espacial especifica que puede ser
responsable de la actividad farmacoldgica de los mismos. Por lo tanto, estos complejos
pueden exhibir caracteristicas similares a sus flavonoides parentales y también exhiben
caracteristicas novedosas (debido a sus caracteristicas estructurales unicas). En los ultimos
afios, se han dirigido esfuerzos concertados para sintetizar y caracterizar nuevos complejos
de flavonoides con iones metalicos debido a sus posibles aplicaciones en diversos campos
(Selvaraj et al., 2013; Uivarosi y Munteanu, 2017).

En esos trabajos, los autores han revisado exhaustivamente la literatura y realizado un
resumen de los diferentes complejos de iones metalicos con flavonoides (flavanonas,
flavonas y flavonoles) que se han sintetizado con éxito en los ltimos afos. A continuacion
se describen algunos datos relevantes de estos reportes. Los complejos metalicos derivados
de flavonoides han sido sintetizados con el objeto de potenciar las propiedades
antioxidantes del ligando. En la mayoria de los casos se ha logrado el objetivo buscado y la
potenciaciéon de la actividad se explica sobre la base de la adquisicion de un centro
metalico adicional para la eliminacion de radicales probablemente con actividad SOD
simil. En algunos casos la actividad es menor puesto que la coordinacion afecta las
propiedades quimicas del flavonoide principalmente cuando involucra grupos funcionales
que sean necesarios para el efecto antioxidante. Respecto de las propiedades antitumorales,
en muchos casos el complejo muestra una actividad citotoxica mejorada y este hecho se
explica por la regulacion en ciertos eventos importantes del ciclo celular, alteraciones en la
estructura del ADN, efectos pro-oxidantes, o interacciones con la bicapa fosfolipidica. Los

complejos metalicos de flavonoides mostraron actividad frente a diferentes lineas
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celulares, entre las que se puede mencionar las lineas de cancer gastrico, carcinoma
hepatocelular, carcinoma cervical, leucemia, adenocarcinoma de colon y osteoblastoma.
Una caracteristica muy importante y prometedora que muestran estos complejos es que
algunos de ellos han demostrado ser selectivos hacia las células cancerosas en comparacion
con células normales (Uivarosi y Munteanu, 2017). La mayoria de los complejos metalicos
de flavanonas exhiben afinidad hacia el ADN, pudiendo interactuar con el mismo ya sea
uniéndose a los surcos mayores o menores o por intercalacion. El sitio de union de estos
complejos con el ADN tendrd una implicacion importante en su perfil de citotoxicidad
dependiendo de si estabilizan la estructura de doble hélice del ADN o interrumpen dicha
estructura. Para ejemplificar, la mayoria de los complejos metdlicos de luteolina han
exhibido propiedades antiinflamatorias, que pueden ser una manifestacion directa de su
efecto de eliminacion de radicales libres. Los complejos de quercetina han sido los mas
ampliamente investigados, seguidos por los de morina. Otra ventaja interesante resulta ser
para el tratamiento de la diabetes donde se han demostrado propiedades insulinomiméticas
de varios complejos de oxidovanadio(IV) con flavonoles. Esta area podria abrir
oportunidades interesantes para una clase completamente Unica de agentes
hipoglucemiantes (Selvaraj et al., 2013). Se sabe que algunos compuestos de vanadio
act@ian como agentes insulinomiméticos, disminuyendo los niveles de glucosa en sangre,
pero también tienen una toxicidad significativa. En particular, el complejo VO/kampferol-
3-neohesperiddsido mostrd propiedades antidiabéticas en modelos animales con diabetes
inducida por aloxano. Los complejos de quercetina, ademas de potenciar la actividad
reductora de la glucemia propia del vanadio, también atenuaron su toxicidad al disminuir el
estrés oxidativo en ratones diabéticos inducidos por estreptozotocina (Kasprzak et al.,
2015). Asimismo, en nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que los complejos con
VO/flavonoides mostraron mejoras en la actividad antitumoral de los flavonoides
trabajando con diversas lineas celulares de cancer, de hueso, mama y pulmén entre otras
(Ferrer et al., 2006; Islas et al., 2015; Naso et al., 2016a, 2016b, 2013, 2010). Es de
destacar que en las lineas tumorales se observa un efecto pro-oxidante del ligando y del
complejo y que esa es la principal causa del efecto deletéreo de los compuestos sobre las
células. Mientras las células no-transformadas tienen bajos niveles basales de EROs
intracelulares con capacidad antioxidante alta, las células de cancer tienen mayores niveles
de EROs y éstos son responsables del mantenimiento del fenotipo canceroso. Los
compuestos fendlicos pueden actuar como agentes pro-oxidantes a través de auto-

oxidacion formando semiquinona y el radical superdxido. Estos radicales son muy
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reactivos y pueden dafiar moléculas esenciales tales como proteinas o ADN, siendo uno de
los mecanismos del efecto antitumoral encontrado para los flavonoides y sus complejos.
Por otro lado, numerosos complejos de coordinacion de cobre con ligandos de interés
bioloégico demostraron mejorar las propiedades antioxidantes de sus ligandos de origen
(Williams, 2014). El cobre(Il) forma complejos estables con aminodcidos mediante
quelacion. A veces, el cobre y los aminoacidos forman oxocomplejos, que también tienen
cobre(III). Con dipéptidos y tripéptidos, los complejos de cobre(Ill) de color purpura son
estabilizados por los ligandos de amida desprotonados. Los aminoécidos que tienen los
grupos amina y acido carboxilico unidos al primer atomo de carbono, o alfa, tienen
particular importancia bioquimica. Se los conocen como 2-aminoacidos o a-aminoéacidos
(formula genérica H;NCHRCOOH en la mayoria de los casos donde R es un sustituyente
organico conocido como "cadena lateral"). Se han sintetizado y caracterizado un gran
numero de complejos de cobre(Il) con aminoicidos como glicina, alanina, arginina,
triptéfano, histidina, leucina, aspartato, fenilalanina, valina, tirosina, glutamina, metionina,
isoleucina, treonina, serina y prolina (Hakimi y Aliabadi, 2012).

Se sabe que algunos complejos metélicos exhiben propiedades antivirales, antibacterianas
y antifingicas y que las eficacias de los agentes terapéuticos se incrementan por
coordinacion. En la literatura, existen numerosas series de complejos de Cu, Zn, Ag, Co,
entre otros, con propiedades antimicrobianas mayores que la de los ligandos libres, lo que
ha resultado un campo atractivo de investigacion (Chohan et al., 2010; El-Gamel et al,,
2011; Joseph et al., 2012; Zhang et al., 2011). En trabajos anteriores hemos demostrado
que el cobre tiene actividad antimicrobiana por si mismo y que la coordinacion del cation
Cu”" con ligandos orgéanicos puede potenciar dicha actividad. Esta potenciacion puede
explicarse sobre la base de la “Teoria de quelacion de Tweedy” que propone una reduccion
de la polaridad del atomo metalico debido a la distribucion parcial de su carga positiva con
el ligando y un aumento de la deslocalizacion de electrones m sobre el anillo de quelato
aumentando la lipofilia de los complejos y el “concepto de Overtone” que propone una
disminucion de la densidad electronica del ligando por un proceso de transferencia de
carga de ligando a metal otorgando al complejo mas liposolubilidad y por ende mayor
permeabilidad celular (Martinez Medina et al, 2014; Urquiza et al, 2016). Varios
complejos de cobre han sido efectivos como agentes antibacterianos independientemente
de la disposicidon geométrica. Por ejemplo, mondémero octaédrico (Cu(II)Ng), dimeros
pentacoordinados (Cu(IT)O4N, Cu(II)N,O3) y geometria cuadrada plana (Cu(II)N,O,) entre

otros. Nuestro grupo de investigacion ha sintetizado una serie de compuestos de cobre con

32



Capitulo 1: Introduccion

drogas antitiroideas tipicas. EI complejo de cobre con propiltiouracilo [Cu(PTU),], mostrd
mejores propiedades antibacterianas que los complejos de cobre con metimazol
([Cu(Met)2(H20)2](NO3),'H2O y [Cu(Met),(phen)(H20)2]Cl. En general, hay algunos
complejos de cobre(Il) con modos de coordinacion similares o relacionados que se
probaron como agentes antibacterianos y que muestran una mejora general de dicha
actividad respecto del ligando de origen. Algunos de ellos son complejos con geometrias
planas cuadradas con entorno Cu(II)N,S;, complejos bimetalicos, complejos con un
conjunto de donantes Cu(I[)NSCL, y complejos con simetrias piramidales (Cu(I)N,S,Cl)
y octaédricas (Cu(II)N,S,X,, X= halégeno) (Urquiza et al., 2016). Por lo expuesto
anteriormente, se realizaron determinaciones antimicrobianas para caracterizar el perfil
antibacteriano y antifingico de los complejos sintetizados. La caracterizacion implico la
determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) que nos muestra la cantidad
de agente necesario para inhibir el crecimiento del microorganismo y posteriormente la
determinacion del efecto postantibidtico (PAE) para aquellas sustancias que muestren una
CIM relevante. El PAE es la fase de latencia o periodo de recuperacion del crecimiento
bacteriano después de una breve exposicion a un antibidtico. Este pardmetro
farmacodindmico es importante en el disefio de regimenes de dosificacion de antibidticos
(Pankuch et al., 2003; Rescott et al., 1988). La determinacion del PAE se recomienda en la
evaluacion preclinica de todos los agentes antimicrobianos nuevos porque es un factor que
permite un Optimo establecimiento de los intervalos de dosificacion del agente
antimicrobiano (Stubbings et al., 2004).

Muy pocos informes también han sugerido que algunos complejos causan efectos nocivos
en los sistemas biologicos. Es posible que tales efectos puedan surgir debido a la liberacion
de iones metalicos como resultado de la disociacion del complejo. También es posible que
los efectos adversos puedan ser la consecuencia de los blancos intracelulares de los
complejos. Sin embargo, hasta el momento no se han realizado esfuerzos para descifrar los
motivos de los efectos adversos de los complejos de iones metalicos flavonoides (Selvaraj
et al, 2013). Existe una gran variedad de tipos de células y especies (modelos
experimentales/biomarcadores) utilizados para evaluar el efecto genotdxico de los agentes
en estudio. Estos modelos experimentales se dividen en ocho grupos: microorganismos,
cultivos celulares, insectos, plantas, crustaceos, moluscos, peces y mamiferos. En cada
grupo se observa el predominio de un tipo de célula/especie: para los microorganismos el
mas comun es Salmonella typhimurium (76%), para el cultivo celular son las células de

ovario de hamster chino (CHO) (30%), para los insectos es Drosophila melanogaster
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(100%), para las plantas es Allium cepa (96 %), para los crustaceos es Artemia salina
(100%), para los moluscos es Helix aspersa (100%), para los peces es Channa punctatus
(100%) y para los mamiferos es el raton suizo (52%) (Sponchiado et al., 2016). En la
literatura existen muy pocos estudios de toxicidad de los metales Cu(Il) y VO(IV). Para el
cobre, los resultados de diferentes investigadores en diferentes sistemas son inconsistentes
(algunos reportan efectos clastogénicos y otros no). La propiedad mutagénica del ion cobre
puede deberse a su capacidad de inducir errores en la sintesis de ADN porque interacta
idnicamente con el mismo (Bhunya y Jena, 1996). El vanadio también puede inducir efectos
citotoxicos, citostaticos y dafio cromosdmico porque es capaz de generar especies reactivas
de oxigeno responsables de las alteraciones cromosdémicas (Rodriguez-Mercado et al.,
2003). Por otra parte, algunos flavonoides pueden presentar efectos genotdxicos mientras
otros pueden resultar protectores (inhibiendo la genotoxicidad de mutdgenos conocidos)
(Delaney et al., 2002). En lo que respecta a complejos de coordinacion, hay pocos estudios
de toxicidad sobre complejos de oxidovanadio(IV) (Chohan et al.,, 2010) pero existen
varios reportes sobre estudios de toxicidad para complejos de cobre con diferentes ligandos
empleando tanto el Test de Ames, (Bacchi et al., 1999; Carcelli et al., 1995; Duff et al.,
2012; Frias Gonzélez et al., 2013) como el ensayo de toxicidad aguda con Artemia salina
(Alomar et al., 2013; Ferraz et al., 2009). Esto resalta la importancia de la realizacion de
estudios de toxicidad sobre los complejos sintetizados para demostrar la seguridad de los
mismos.

En este contexto, se estudiaron las propiedades antioxidante, antimicrobiana y antitumoral
de los complejos de coordinacion de oxidovanadio(IV) con baicalina y apigenina y de
cobre(Il) con 5-HTP y se compararon con las propiedades del ligando libre, en busca de
una potenciacion. El estudio de las de propiedades biologicas se complementa con estudios

de toxicidad y biodisponibilidad.
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1.6. Hipétesis. Objetivo general y objetivos especificos.

Hipotesis

La complejacion de los ligandos baicalina y apigenina con el cation oxidovanadio(IV) y
del ligando 5-hidroxitriptofano con el cation cobre(Il) mejora las propiedades biologicas de
los ligandos libres permitiendo la obtencion de moléculas novedosas, seguras y

biodisponibles.

Objetivo general
Desarrollar nuevos complejos metalicos con potencial actividad antimicrobiana,
antioxidante y antitumoral con el fin de mejorar la actividad biologica de los biometales y

de los ligandos.

Objetivos especificos

» Sintetizar y caracterizar nuevos complejos de Cu(Il) y VO(IV) con potencial
actividad antimicrobiana, antioxidante y antitumoral, buscando técnicas de sintesis
que den lugar a compuestos de alta pureza y que preferentemente no usen solventes
que afecten el ambiente y la salud.

» Caracterizar los complejos obtenidos mediante sus propiedades quimicas y
fisicoquimicas tanto en fase solida como las especies bioactivas en solucion
(solubilidad y estabilidad para ser evaluados biolégicamente).

» Realizar estudios estructurales teoricos usando DFT para evaluar las propiedades
geométricas, electronicas y vibracionales y su relacion con la actividad biologica
para mejorar la comprension de las mismas.

» Analizar los efectos de actividades antioxidantes de los ligandos y complejos en
sistemas acelulares (frente a anidn superdxido, y a los radicales peroxilo y
oxhidrilo) y de actividad antirradicalaria usando el radical DPPH® (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo).

» Evaluar los complejos seleccionados respecto a sus propiedades antimicrobianas
realizando: determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM),
determinacion del efecto post-antibidtico (PAE) y post-antifungico (PAFE),
estudios de genotoxicidad (Test de Ames con Salmonella typhimurium TA98 y
TA100) y estudios de toxicidad aguda (con Artemia salina).
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» Evaluar la actividad antiproliferativa de los complejos sintetizados sobre diferentes
lineas celulares de cancer (cancer de pulmon humano (A549), céncer cervical
(HeLa) y céancer de colon (HCT-116)) y establecer el probable mecanismo de
accion del efecto citotoxico.

» Evaluar la biodisponibilidad de los complejos mediante el estudio de interaccion

con albumina sérica bovina (ASB).
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2.1. Caracterizacion fisicoquimica (fase solida).

2.1.1. Analisis elemental.

La determinacion del contenido de C, H y N se realiza empleando un analizador elemental
(Carlo Erba EA1108) medidos en INQUIMAE. La determinaciéon de vanadio se realiza por
destruccion de materia organica de la muestra sélida con el agregado de HNOs y H,SO;4 y
calentando, repitiendo el procedimiento tres veces y posterior agregado de acido fosforico y
tungstato de sodio. La formacion del acido tungstofosfovanidico permite determinar el
porcentaje de vanadio de la muestra, usando una curva de calibracion previamente realizada y
midiendo la absorbancia de la solucion preparada a 400 nm (Onishi, 1989).

El contenido de sodio se determina empleando un fotémetro de llama (J.R. Technology). El

contenido de cloro se determina empleando un electrodo especifico (Cole-Parmer 27.502-12).

2.1.2. Analisis termogravimétrico (TGA) y térmico diferencial (DTA).

El andlisis termogravimétrico y el andlisis térmico diferencial se realiza mediante el empleo de
un sistema termoanalitico (Shimadzu TG-50 y DTA-50). Se trabaja en atmosfera de O, con un
flujo de 50 mL min™ y una velocidad de calentamiento de 10 °C min™. El rango de muestra
utilizado es de entre 10 y 20 mg. Se emplea A,O3; como estdndar para el DTA. Los datos

obtenidos se analizan utilizando el software adecuado (TASYYS).

2.1.3. Espectros electronicos (UV-vis).

Las medidas espectrales se realizan utilizando un espectrofotometro UV-visible (Hewlett-
Packard HP 8453, Shimadzu UV-300 y Agilent Technologies Cary 60) empleando celdas de
cuarzo de 1 cm de camino Optico. Los espectros electronicos del ligando y de los respectivos
complejos al pH de sintesis se superponen (empleando un software grafico) para analizar

las diferencias existentes entre los mismos.
2.1.4. Espectros infrarrojos (FTIR).

Los espectros infrarrojo de las distintas muestras solidas (pastillas de KBr) se obtienen

mediante el empleo de un espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier - FTIR
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(Bruker IFS 66) desde 4000 a 400 cm™ con un total de 60 scans acumulados y una resolucion

espectral de + 4 cm™. Los datos obtenidos se analizan con un software adecuado (OPUS 4.2).

2.1.5. Espectros de reflectancia difusa.
Los espectros de reflectancia difusa UV-visible se registran empleando un espectrofotdmetro

(Shimadzu 2600/2700) con el accesorio correspondiente y empleando MgO como estandar.

2.1.6. Espectros de resonancia paramagnética electronica (EPR).

Los espectros CW-EPR de banda X de muestras de polvo de los diferentes complejos se
obtienen a temperatura ambiente en un espectrometro (Bruker EMX-Plus) equipado con una
cavidad rectangular con modulacion de campo de 100 kHz y fueron medidos en la UNL. Los
espectros EPR de banda X de soluciones congeladas de los diferentes complejos en
dimetilsulféxido (DMSO) se registran a 120 K. Los espectros EPR se simulan con las

herramientas del EasySpin basada en MATLAB (Stoll y Schweiger, 2006).

2.2. Caracterizacion fisicoquimica (en solucion).

2.2.1. Variaciones espectrales en funcion del pH.

Las variaciones espectrales se miden empleando un espectrofotometro UV-vis (Hewlett-
Packard HP 8453 y Agilent Technologies Cary 60). Este estudio permite identificar los
procesos de desprotonacion y coordinacion facilitando asi la seleccion del pH de sintesis de los

diferentes complejos, pH en el que existe una especie Unica.

2.2.2. Titulaciones espectrofotométrica.

La estequiometria de los sistemas estudiados en solucion se establece mediante el método de la
razoén molar. La titulacion espectrofotométrica se realiza mediante el registro de los cambios de
absorbancia de los espectros electronicos de los compuestos en funcion de la relacion
Ligando/Metal (L/M) a un valor constante de longitud de onda. Para obtener los espectros se
usa una solucion del ligando en estudio (en el solvente adecuado y al pH de sintesis) con el
agregado de una solucion del cloruro del metal cubriendo un rango de relaciones L/M desde
10/1 hasta 0,5/1, bajo atmosfera de nitrogeno. Las medidas espectrales se realizan utilizando
espectrofotometros UV-visible (Hewlett-Packard HP 8453 y Agilent Technologies Cary 60)

empleando celdas de cuarzo de 1 cm de camino Optico.
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2.2.3. Estudios de estabilidad de los complejos disueltos.

El estudio de estabilidad se lleva a cabo monitoreando la variacion en el maximo de
absorbancia del espectro UV-visible de los complejos (disueltos en DMSO y mantenidos a 25
°C) en un lapso de tiempo mayor a 1 h. Esto permite evaluar la estabilidad de los complejos en
solucion y asegurar que los mismos no sufrieron descomposicion alguna antes de ser

agregados en los diferentes sistemas de ensayos biologicos.

2.3. Estudios tedricos.

Para aquellos complejos de coordinacion en los que no se logran obtener monocristales
adecuados para determinaciones estructurales, los parametros geométricos pueden elucidarse
mediante metodologias computacionales. Los calculos teoéricos se realizan utilizando
herramientas de la teoria del funcional de la densidad (Density Functional Theory, DFT)
(Hohenberg y Kohn, 1964; Kohn y Sham, 1965; Parr y Yang, 1989), empleando el
programa GAUSSIAN 09 (Frisch et al.,, 2010). Los ligandos se optimizan empleando el
funcional hibrido B3LYP (Becke, 1993) con diferentes conjuntos de bases. Dichas geometrias
optimizadas se utilizan para construir los complejos de coordinacion. Los complejos
construidos se optimizan primero al mismo nivel de teoria que el ligando y luego se
reoptimizan empleando diferentes funcionales y conjuntos de bases (afiadiendo funciones de
polarizacion y difusion segin corresponda) para refinar la geometria de los mismos. La
estructura molecular de los ligandos y complejos se optimizan en fase gaseosa. Ademads, se
realizan célculos de frecuencia (vibracionales) al mismo nivel de teoria que los célculos de
optimizacion para demostrar que esa geometria representa un minimo en la superficie de
energia potencial y para simular los espectros vibracionales de infrarrojo (teoricos). Las
frecuencias del espectro IR tedrico se analizan por medio del célculo de la Distribucion de
Energia Potencial (PED%) utilizando el software de andlisis de la distribucion de energia

vibracional (VEDA 4) (Jamro6z, 2010).

2.4. Determinacion de propiedades bioldgicas in vitro.

2.4.1. Medidas de capacidades antioxidantes.

2.4.1.1. Ensayo de la actividad antirradicalaria frente al DDPH®.

La actividad antirradicalaria se mide en términos de la capacidad de los compuestos para

eliminar los radicales DPPH® (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Las mediciones se realizan
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empleando el método modificado de Yamaguchi y colaboradores (Yamaguchi et al., 1998).
Este ensayo es ampliamente utilizado para el estudio de la actividad de antioxidantes naturales
debido a su alta sensibilidad y simpleza. A una solucion metandlica de DPPH® (4 mL, 4 ppm)
se le agrega 1 mL de una solucion del compuesto en estudio (cationes metalicos VO** y Cu*',
ligandos y complejos de coordinacion) diluido en buffer Tris-HCI 0,1M (pH 7,1). Luego de
incubar 1 hora en oscuridad se mide la absorbancia de las distintas muestras a 517 nm y se las
compara con un control (preparado con el radical y el buffer) al que se le asigna un valor
arbitrario de 100%. Un agente antioxidante (que en teoria es un donor de hidrogeno) puede
reducir el radical DPPH® por transferencia de un atomo de hidrogeno o por transferencia de un
electron seguida de la transferencia de un dtomo de hidrogeno, lo que produce una disminucion
del color inicial (Moon y Shibamoto, 2009). Las mediciones se realizan por triplicado en tres
ensayos independientes y se utilizd 4cido ascérbico como antioxidante de referencia, el cual

provoca una decoloracion inmediata del color violeta inicial.

2.4.1.2. Actividad superdxido dismutasa (SOD) simil.

La actividad superoxido dismutasa simil se evaliia empleando un método no enzimatico que
consiste en generar el radical superoxido (0,%) a través del sistema fenazina-metosulfato
(PMS)/nicotinamida adenina dinucledtido reducido (NADH). El radical O,* es capaz de
reducir el nitro-azul de tetrazolio (NBT) a azul de formazan. En este ensayo se determina la
habilidad que tienen los compuestos en estudio de inhibir dicha reduccion. La mezcla de
reaccion contiene 0,5 mL de muestra (en distintas concentraciones), 0,5 mL de NADH (140
mM) y 0,5 mL de NBT (300 uM) en buffer fosfato 0,1M (KH,PO4/NaOH, pH 7,4). Los tubos
de reaccion se incuban a 25 °C por 15 minutos y se inicia la reaccion agregando 0,5 mL de
PMS (120 uM). Luego de 5 minutos se lee la absorbancia a 560 nm y se compara con el
blanco (Kuo et al., 2001). La concentracién de compuesto que produce un 50 % de inhibicion
(ICs0) se obtiene a partir de la construccion del grafico % de inhibicion de la reduccion de NBT
en funcion del -log de la concentracion (Patel et al., 2011), utilizando un asistente de regresion

sigmoideo provisto por un programa adecuado (Sigma Plot).

2.4.1.3. Inhibicion del radical peroxilo (ROO®).

El radical peroxilo (ROO®) se genera mediante la descomposicion térmica del 2,2-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) incubado a 37 °C por 30 minutos (Huang et al.,
2010; Magalhaes et al., 2008). E1 AAPH se selecciona debido a su capacidad para generar

radicales libres a una tasa constante durante largos periodos de tiempo (semivida de 175 h). La
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mezcla de reaccion contiene AAPH (50 mM), piranina (50 pM) y diferentes concentraciones
de los compuestos en estudio. El consumo de piranina (por el radical ROO®) se puede seguir
espectrofotométricamente por la disminucion de la absorbancia a 454 nm empleando una celda
termostatizada a 37 °C. El retraso en el consumo de piranina (fase de retardo o fase lag) que
producen los agentes antioxidantes se define como el tiempo transcurrido antes del inicio del
consumo de piranina (reduccion de la absorbancia) por parte del radical peroxilo (Hapner et al.,

2010).

2.4.1.4. Actividad secuestrante del radical hidroxilo (OH®).

El radical hidroxilo (OH®) se genera por el sistema ascorbato/Fe/H,0,. La mezcla de reaccion
contiene 3,75 mM de 2-desoxirribosa, 2,0 mM de H,O,, 100 uM de FeCls;, 100 uM de EDTA
y diferentes concentraciones de los compuestos en estudio disueltos en buffer KH,PO4-KOH
(20 mM, pH 7.,4). La reaccion comienza por el agregado de 100 pL de 4cido ascérbico (100
uM) a la mezcla y los tubos se incuban a 37 °C durante 30 min. Finalmente, la degradacion de
la desoxirribosa por los radicales OH® se mide por el método del 4cido tiobarbiturico (ATB).
El producto formado por la degradacion de la desoxirribosa reacciona con el ATB en caliente y
bajo condiciones 4cidas (en presencia de 4cido tricloroacético (TCA)) y da como resultado la

formacion de un cromoégeno de color rosa (532 nm) (Halliwell et al., 1987).

2.4.2. Determinaciones antimicrobianas.

2.4.2.1. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a bacterias y
hongos.

La actividad antibacteriana se estudia mediante la determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) frente a cepas bacterianas derivadas de la American Type Culture
Collections (ATCC): Escherichia coli (ATCC 35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 1263) y
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). La actividad antifingica se evalia mediante la
determinacion de la CIM frente a cepas de hongos: Candida albicans ATCC 10231, Candida
parapsilosis ATCC (sensu stricto) 22019 (Souza et al., 2012), Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida albicans, Candida glabrata y Candida krusei de aislamiento clinico).
La CIM se determina usando el método de dilucion en agar. El medio de cultivo empleado en
los ensayos fue el Mueller Hinton (caldo o agar) para todas las cepas (Klan¢nik et al., 2010;

Suksrichavalit et al., 2009). Los inoculos de las diferentes cepas se preparan a partir de cultivos
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en caldo MH de 18 horas de crecimiento. Se prepara una suspension de Mc Farland 0,5 para
cada microorganismo y se realiza una dilucion de 1:10 antes de la inoculacion
(aproximadamente 10’ unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro) (Berahou et al.,
2007; Rowe et al., 2002). Los inoculos de cepas fungicas se ajustan a 0,5 Mc Farland y esta
suspension (aproximadamente 10° UFC por mililitro) se emplea directamente (sin previa
dilucién). Generalmente, los metales se disuelven en agua mientras que los ligandos y
complejos se disuelven en DMSO. Todas estas soluciones se esterilizan usando filtros
esterilizantes de 0,22 um. Ademads, se preparan diluciones dobles seriadas a partir de la
solucion madre y se incorporan al agar MH fundido que posteriormente se vierte en placas de
Petri y se enfria a 45 °C. Los compuestos se ensayan en un rango de concentraciones de 1,5 ug
mL" a 1.500 pg mL™ (criterio de corte). Las mediciones de actividades antimicrobianas in
vitro con valores de CIM superiores a 1000 pg mL™ se consideran irrelevantes desde una
perspectiva clinica (Tanaka et al., 2006). Posteriormente, se inoculan 2 pl de las suspensiones
microbianas sobre el medio de cultivo y se incuba aerdbicamente a 37 °C durante 24 y 48 h
para bacterias y hongos, respectivamente. La inhibicién del crecimiento microbiano en las
placas que contienen los compuestos en estudio se determina por comparacion con el
crecimiento en placas control empleando el solvente como blanco (Figura 2.1). La CIM se
define como la dilucion mas baja del compuesto que inhibe el crecimiento visible del

microorganismo.

—

Iy N

Figura 2.1. Control positivo de crecimiento bacteriano, en agar Mueller Hinton, de las cepas
Escherichia coli (Ec), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Staphylococcus aureus (Sa25),

Staphylococcus epidermidis (Se) y Enterococcus faecalis (Ef), entre otras.
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2.4.2.2. Determinacion del efecto post-antibiotico (PAE).

Para aquellos compuestos con valores de CIM menores a 750 pg mL™ frente a determinadas
cepas, se estudia el efecto post-antibidtico (PAE) mediante un método espectrofotométrico,
que consiste en el monitoreo del crecimiento microbiano luego de la exposicion al agente en
estudio. Este ensayo brinda informacién acerca de los intervalos entre dosis del agente
antimicrobiano. Se somete a una suspension microbiana a la accion del agente antimicrobiano
(a valores de 1 o mas veces la CIM) durante un periodo de 1 hora. Luego se elimina el agente
mediante dilucion y se detecta el crecimiento microbiano mediante una disminucion de un 5%
de la transmitancia a 670 nm. El efecto post-agente se calcula empleando la formula PAE=T —
C, donde T es el tiempo requerido para que el cultivo expuesto al agente antimicrobiano
disminuya la transmitancia en un 5% y C es el tiempo requerido para que el cultivo no
expuesto (control) disminuya la transmitancia en un 5% (Ellepola, 2012). Un PAE de 20
minutos o menos es considerado insignificante debido a las limitaciones propias del

procedimiento de medida (Rescott et al., 1988).

2.4.3. Medidas de la actividad de fosfatasa alcalina (FAL).

La actividad inhibitoria de la fosfatasa alcalina (FAL) se determina por espectroscopia UV-
visible. Las condiciones experimentales para la medicion de la FAL son las siguientes: se
disuelven 1 pug mL™" de FAL intestinal bovina y 5 mM de p-nitrofenil fosfato (p-NPP) en el
tampon de incubacion (pH = 10,5) y se mantienen durante 10 min. Los efectos de los
compuestos en estudio se determinan por adicion de diferentes concentraciones (1-500 uM) de
cada uno a la mezcla preincubada. La solucion del complejo se prepara en DMSO antes de
afiadir el tampon para obtener las concentraciones finales deseadas. La reaccion se inicia
mediante la adicion del sustrato p-NPP y la aparicion del producto p-nitrofenol se controla
mediante los cambios de absorbancia a 405 nm. Las determinaciones se realizan al menos por

triplicado en tres experimentos diferentes (Sakharov et al., 1988; Urquiza 2010).

2.4.4. Estudios de genotoxicidad y toxicidad aguda.

2.4.4.1. Test de Ames (genotoxicidad).

El potencial mutagénico de nuevos firmacos necesita ser investigado porque algunos agentes
quimicos que muestran mutagenicidad pueden inducir cancer. La
mutagenicidad/genotoxicidad de los compuestos en estudio se evaliia mediante el método de la

incorporacion directa en placa propuesto por Maron y Ames (1983) empleando dos cepas de
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Salmonella typhimurium (TA98 y TA100). Los repiques de las cepas se cultivan durante 12 a
14 horas a 37 °C en caldo Mueller Hinton. Las diferentes concentraciones de los compuestos
(previamente disueltos en el solvente adecuado) se afiaden a 2 mL de top agar y se mezclan
con 100 pL de cultivo bacteriano. Luego se afiade la mezcla anterior a una placa con agar
minimo. Estas placas se incuban a 37 °C durante 48 horas y se cuenta el nimero de colonias
revertantes. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. El indice mutagénico (MI) se
calcula como el nimero medio de revertantes por placa dividido por el nimero medio de

revertantes espontaneas en las placas control (Figura 2.2).
1

Figura 2.2. Revertantes espontaneas de Salmonella typhimurium TA98 en las placas control

(A) empleando agua como solvente y (B) empleando DMSO como solvente.

2.4.4.2. Ensayo de toxicidad aguda (4rtemia salina).

Este ensayo ha demostrado ser adecuado para el cribado de nuevos farmacos con el fin de
predecir su toxicidad con una buena correlacion con los ensayos en ratones (r= 0,85 p <
0,05), lo que sugiere que A. salina es un modelo alternativo util (Lagarto Parra et al., 2001).
Para la determinacion de la toxicidad aguda de los compuestos en estudio se emplean huevos
del crusticeo de mar A. salina. Los mismos se incuban en una cdmara con agua de mar
artificial a 20-30 °C. Un litro de agua de mar artificial contiene: 23 g de NaCl, 11 g de
MgClL.6H0, 4 g de Na,SOs, 1,3 g de CaCl,.2H,0 y 0,7 g de KCl. El pH del agua de mar se
ajusta a 9,0 usando Na,COs para evitar el riesgo de muerte de las larvas de A. salina por la
disminucion del pH durante la incubacion (Lewan et al., 1992). Después de 24 h, las larvas
(nauplios) se colectan y se cuentan usando una micropipeta. Para determinar la relacion dosis-

respuesta, se ensayan varias concentraciones por triplicado y se usan controles negativos (agua
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destilada) y positivos (K,Cr,O). Las concentraciones se seleccionan teniendo en cuenta las
concentraciones utilizadas para las determinaciones biologicas. Los pocillos que contienen la
muestra y alrededor de 10 larvas del crustaceo, incluyendo los grupos de control (Figura 2.3),
se llenan hasta un volumen total de 100 pl con agua de mar artificial. Después de 24 h, se

cuenta el nimero de larvas vivas y se estima el valor de concentracion letal media (CLsy).

Figura 2.3. Control positivo de crecimiento del crustdceo de mar 4. salina.

2.5. Actividad anticancerigena.

2.5.1. Cultivo de lineas celulares derivadas de cancer de pulmon humano y céncer cervical
humano.

La linea celular derivada de cancer de pulmén humano (A549) se obtiene de la ABAC
(Asociacion Argentina de Banco de Células INEVH, Pergamino, Buenos Aires, Argentina).
Para los estudios de la actividad anticancerigena del complejo de cobre(Il) se utilizaron,
ademds de la linea A549, la linea celular derivada de cancer cervical humano (HeLa) y la
HCT-116, derivada de cancer humano de colon. Las células se mantienen a 37 °C en una
atmosfera de didoxido de carbono al 5% usando como medio de cultivo el Medio de Eagle
modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM) suplementado con
penicilina 100 U mL™, estreptomicina 100pg mL™" y suero fetal bovino al 10% (v/v). Cuando
se alcanza la confluencia del 70-80%, las células se subcultivan utilizando el medio TrypLE™
de Gibco (Gaithersburg, MD, EE.UU) y solucion salina tamponada libre de fosfato (PBS, 11
mM KH,PO,, 26 mM Na,HPOy,, 115 mM NaCl, pH 7,4). Para los experimentos, las células se

cultivan en placas de pocillos multiples. Cuando las células alcanzan una confluencia del 70%,

45



Capitulo 2: Materiales y métodos

las monocapas se lavan dos veces con DMEM vy luego se incuban con los diferentes

compuestos en estudio.

2.5.2. Ensayos de viabilidad.

Las células se siembran a una densidad de 1x10°/pocillo en placas de 48 pocillos, se cultivan
durante la noche y se tratan con el vehiculo y los compuestos en estudio a diferentes
concentraciones en medio libre de suero fetal bovino. Se usa DMSO como el vehiculo de
disolucion de los complejos, dada su insolubilidad en agua, a una concentracion final maxima
de 0,5% en el pocillo tratado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Después de 24, 48 o 72 h de
incubacion a 37 °C, se afaden 100 pg/pocillo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2ilo)-2,5-
difenil Tetrazol o MTT (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) y se incuban durante 2 h. Los
productos de formazan generados por la reduccion celular de MTT se disuelven en DMSO y la
densidad optica se mide a 450 nm (Denizot y Lang, 1986). Si se utiliza como disolvente una
mezcla de alcohol isopropilico y HCI (en lugar de DMSO) la densidad 6ptica se lee a 570 nm
(Mosmann, 1983). Todos los experimentos se realizan por triplicado. Los datos se presentan
como porcentaje de la viabilidad celular (%) del grupo tratado con respecto a las células no
tratadas (control) en las que se supone que la viabilidad es del 100%. Para evaluar la viabilidad
celular en presencia de sustancias con alta capacidad antioxidante que previenen el efecto pro-
oxidante de los compuestos, se incuban las células con diferentes concentraciones de los
compuestos en estudio adicionados de una mezcla de vitaminas C y E (50 uM cada una) o

NAC (N-acetilcisteina, 5 mM) durante 24 h y a continuacion se realiza el ensayo de MTT.

2.5.3. Determinacion de efectos pro-oxidantes.

La generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (EROs) en las lineas celulares se
mide por la oxidacion de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2ZDCFDA) a 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF). Se siembran las células en placas de 24 pocillos (5x10*
células/pocillo) y se dejan adherir durante la noche. A continuacién, se anaden diferentes
concentraciones de los compuestos en estudio y se incuban durante 24 h. Después del
tratamiento, se retira el medio y agrega H2DCFDA, 10 uM, diluido en medio libre durante 30
min a 37° C. Luego se separa el medio y las monocapas de células se enjuagan con PBS y se
lisan con 1 mL de Triton-X100 al 0,1%. Dichos extractos celulares se analizan por
espectroscopia de fluorescencia (longitud de onda de excitacion: 485 nm, longitud de onda de
emision: 535 nm) en busca del producto oxidado DCF (Carter et al, 1994) usando un

espectrofluorometro (Perkin-Elmer LS 50B). La generacion de ROS en las células se mide
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asimismo en presencia del agente antioxidante NAC, utilizando el mismo ensayo descrito
anteriormente; pero en este caso las células son pretratadas con 5 mM de NAC durante 30 min
y seguidamente se tratan con los diferentes compuestos a diferentes concentraciones y se

mcuban durante 24 h adicionales.

2.5.4. Determinacion fluorométrica de los niveles de GSH y GSSG celulares

El glutation (GSH) es el principal agente antioxidante natural de las células y las protege de las
EROs generadas. Es un tripéptido compuesto por los aminodcidos glutamato, cisteina y
glicina. Los niveles GSH y de glutation oxidado (GSSG) se determinan en cultivos de las
lineas celulares, luego del agregado de los compuestos. Las monocapas de células confluentes
se incuban a 37 °C durante 24 h en placas de 24 pocillos con diferentes concentraciones de los
compuestos en estudio. A continuacion, se lavan con PBS y se suspenden incubandolas con
300 pl de Triton al 0,1% durante 30 min. Para la determinacion de GSH, se mezclan alicuotas
de 100 pl con 1,8 mL de tampdn fosfato enfriado con hielo (Na,HPO4 0,1 M-EDTA 0,005 M,
pH 8) y 100 pl de o-ftaldialdehido (OPT) (0,1% en metanol) tal como fue descrito por Hissin y
Hilf (Hissin y Hilf, 1976). Para la determinacion de GSSG, se mezclan alicuotas de 100 pl con
1,8 mL de NaOH 0,1 M y OPT, pero previamente y para evitar la oxidacion de GSH los
extractos celulares se incuban con 0,04 M de N-etilmaleimida (NEM). La fluorescencia se
mide en el espectrometro de luminiscencia a una longitud de onda de emision de 420 nm
(después de la excitacion a 350 nm). En forma paralela se procesan curvas estandar con
diferentes concentraciones de GSH. El contenido de proteina en cada extracto celular se
cuantifica usando el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). La relacion GSH/GSSG, que es un
buen marcador del estado redox celular, se calcula como % respecto del control para todas las

condiciones experimentales.

2.5.4. Determinacion de morfologia celular.

Para evaluar la morfologia de las células, las mismas se cultivan en placas de seis pocillos y se
incuban durante la noche con DMEM libre de suero (basal) o con las diferentes
concentraciones de los compuestos en estudio. Posteriormente, las monocapas se lavan dos
veces con PBS, se fijan con metanol y se tifien con una dilucion 1:10 de Giemsa durante 10
min. Dicha técnica de tincidn permite observar caracteristicas morfologicas del citoplasma y
del nucleo. Luego se lavan con agua y los cambios morfolégicos se examinan mediante

microscopia Optica y se registran las imdgenes con una camara fotografica.
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2.6. Ensayos de biodisponibilidad. Interaccion con la albimina sérica bovina (ASB).

2.6.1. Estudios de desactivacion (quenching) de la ASB.
Se sabe que la ASB tiene dos residuos de triptofano (situado en las posiciones 134 y 212) que
poseen fluorescencia intrinseca (Moriyama et al., 1996). La disminucion en la intensidad de la
fluorescencia de la ASB y el corrimiento a longitudes de onda cercanas conforme aumenta la
concentracion de los compuestos en estudio, sugiere la existencia de interacciones entre los
compuestos y dicha proteina. Para confirmar el mecanismo de desactivacion se analizan los
datos de fluorescencia a diferentes temperaturas con la ecuacion de Stern-Volmer (1):

Fo/F =1+ Kqro[Q] = 1 + Ksv[Q] (1)
donde Fy y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia de desactivador
(quencher), respectivamente; K, es la constante de desactivacion bimolecular; 7y es el tiempo
de vida del fluoréforo en ausencia del desactivador; [Q] es la concentracion del desactivador y
Kq es la constante de desactivacion de Stern-Volmer que puede obtenerse a partir de la
pendiente de la ecuacion (1).
Para el ensayo, la ASB se disuelve en buffer Tris-HCI (0,1 M; pH 7,4) a una concentracion
final de 6 uM. Se afiaden las soluciones de los compuestos a la solucion de ASB y se dejan
reposar para asegurar la formacion de soluciones homogéneas con concentraciones que oscilan
entre 2 y 100 pM con un tiempo de incubacion de 1 h. La intensidad de fluorescencia se mide a
298, 303 y 310 K (excitacion a 280 nm y emision a 248 nm). Se realizan triplicados
independientes para cada muestra y concentracion. Las medidas se realizan en un
espectrometro de luminiscencia (Perkin-Elmer LS-50B, Beaconsfield, England) equipado con
una ldmpara pulsada de xenoén (ancho medio de pico <10 Is, 60 Hz) un tubo fotomultiplicador
R928 y un software (FLWinlab). Las rendijas de excitacion y de emision se fijan en 10 nm a lo

largo de todo el estudio.

2.6.2. Determinacion de Constantes de afinidad y sitios de enlace.

La determinacion del grado de union del compuesto en estudio con la ASB es critica y se
correlaciona directamente con el transporte, la disposicion y la eficacia in vivo de dicho
compuesto. Asumiendo que la desactivacion de la fluorescencia de la ASB podria ser un
proceso de desactivacion estatico (formacion de complejos entre proteina y desactivador), el
equilibrio entre la molécula libre y la ligada podria darse por la siguiente ecuacion (2):

log [(Fo-F)/F]=log K,+ n log [Q] 2)
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donde K, es la constante de union y n es el nimero de sitios de union. Por lo tanto, graficando
el logaritmo de (Fo-F)/F en funcion del logaritmo de Q, se obtiene el nimero de sitios de union

(pendiente de la recta) y la constante de union (ordenada al origen).

2.6.2. Parametros termodindmicos (modo de interaccion).
Las fuerzas de interaccion entre farmacos y biomoléculas pueden incluir interacciones
electrostaticas, multiples enlaces de hidrogeno, interacciones de van der Waals, contactos
hidr6fobos y estéricos dentro del sitio de union a anticuerpos, etc. (Ross y Subramanian, 1981).
Para inferir el tipo de proceso de interaccion entre los ligandos o complejos y la ASB se
estudian los pardmetros termodindmicos, incluyendo cambio de entalpia (AH), cambio de
entropia (AS) y cambio de energia libre (AG). Si AH no varia significativamente en el rango de
temperatura estudiado, su valor y el de AS pueden evaluarse, graficando logaritmo neperiano
de la constante de unién en funcion de -1/RT, a partir de la ecuacion de van't Hoft (3):

In K,- -AH/RT+ AS/R 3)
donde K, es analoga a las constantes de union asociativa a la temperatura correspondiente y R
es la constante de los gases. El cambio de energia libre (AG) se calcula a partir de la siguiente
relacion (4):

AG=AH - TAS 4)

Siel AG toma valores negativos el proceso de interaccion es espontaneo. El cambio de entalpia
negativo sugiere que la unidon entre los compuestos en estudio y la ASB es exotérmica y
entonces la constante de asociacion disminuye con el aumento de la temperatura. La
combinacion de valores AH y AS obtenidos en cada sistema indica el tipo de fuerzas de

interaccion involucradas (Tabla 2.1) (Ross y Subramanian, 1981).

Tabla 2.1. Contribuciones de las fuerzas de interaccion ABS-compuesto al AH y AS.

Proceso AH AS
Asociacion hidrofobica Positivo Positivo
Interacciones de van der Waals Negativo Negativo
Formacion de puente de hidrogeno en un . .
) ) ) ) Negativo Negativo
medio de constante dieléctrica baja
o o Ligeramente -
Interaccion i6nica (neutralizacion de carga) Positivo

Positivo o Negativo

Protonacion Negativo Negativo

*Tabla extraida del reporte de Ross y Subramanian (1981).
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2.7. Analisis estadistico.

Para todos los ensayos biologicos se realizan 3 experimentos independientes y los
resultados se expresan como la media + SEM (error estandar de la media). Para realizar el
andlisis estadistico (andlisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del test de Fisher

(LSD) para comparar medias) se utiliza el programa Statgraphics PLUS 5.1.
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3.1. Preparacion de los complejos.

Sintesis del complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic): se disolvieron 0,25 mmoles de
Baicalina en 30 ml de alcohol etilico absoluto bajo agitacion y calor. Sobre dicha solucion
se agregaron 0,125 mmoles de una solucion acuosa de cloruro de vanadilo (50%). Esta
solucion se ajustd a pH=9 con hidréxido de sodio, se dejo agitando durante 1 hora (a 60
°C) obteniéndose asi un abundante precipitado verde. El precipitado de VO/Baic se filtr6 al

vacio, se lavo tres veces con alcohol etilico absoluto y se dejo secar en estufa a 60 °C.

Sintesis del complejo [VO(Api)(H20):]Cl (VO/Api): se disolvieron 0,5 mmoles de
Apigenina en 60 ml de alcohol etilico absoluto bajo agitacion y calor. Se dejo enfriar dicha
solucion y se agregaron 0,25 mmoles de una solucidon acuosa de cloruro de vanadilo (50%),
en atmosfera de nitrogeno. La mezcla se ajustdo a pH=5 y el volumen de solvente se redujo
hasta 2 ml en rotavapor obteniendo un precipitado verde. El precipitado de VO/Api se

filtro al vacio, se lavd tres veces con alcohol etilico absoluto y se dejo secar en estufa a

60 °C.

Sintesis del complejo [Cu(5-HTP),;].H,O (Cu/5-HTP): se disolvio 1 mmol de 5-
Hidroxitriptofano en 30 ml de agua destilada bajo agitacién y calor. Se dejé enfriar y se
agregaron 0,5 mmoles de una soluciéon acuosa de acetato de cobre. La mezcla se agitd
durante 5 minutos obteniéndose asi un abundante precipitado celeste. El precipitado de
Cu/5-HTP se filtr6 al vacio, se lavo tres veces con agua destilada y se dejo secar en estufa

a 60 °C.

3.2. Caracterizacion en fase solida.

3.2.1. Analisis elementales.

A continuacién se presentan los resultados de los andlisis elementales de los complejos
sintetizados. En lineas generales, los porcentajes de carbono, hidrégeno, nitrogeno, vanadio,
sodio y cloro determinados experimentalmente concuerdan con los porcentajes tedricos

calculados a partir de las formulas moleculares propuestas para cada uno de ellos.
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Complejo VO/Baic: Anal. Calc. (C42Ha20290VNas) %: C: 43,7; H: 3,6; V: 4,4y Na: §8,0.
Exp. %: C: 43,6; H: 3,5; V: 4,5 y Na: §,2.

Complejo VO/Api: Anal. Calc. (C;sH1305VCI) %: C: 44,1; H: 3,2; V: 12,5 y Cl: 8,7. Exp.
%: C:44,2; H: 3,2; V: 12,4y Cl: 8,8.

Complejo Cu/5-HTP: Anal. Calc. (Cy2H24N40,Cu) %: C: 50,8; H: 4,6 y N: 10,8. Exp. %:
C:50,7; H: 4,5 y N: 10,8.

3.2.2. Estudios termogravimétricos (TG)
Los estudios termogravimétricos muestran los siguientes resultados y sobre la base de los
mismos se determinaron el nimero de moléculas de agua (de coordinacion o de hidratacion,

respectivamente) para cada uno de los complejos.

Complejo VO/Baic: la curva de descomposicion termogravimétrica, TG, (Figura 3.1) en

atmosfera de oxigeno y a una velocidad de flujo de 50 ml/min demostr6é que en una primera
etapa (30-110 °C) la pérdida de peso experimental es de 9,6%, que coincide con el valor
esperado para la pérdida de las 6 moléculas de agua presentes en el complejo (9,4%). Como
puede apreciarse de la Figura 3.1, a la temperatura limite de trabajo el proceso de
descomposicion definitiva del compuesto no finaliza por lo que no puede evaluarse el residuo

final.
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Figura 3.1. Curva termogravimétrica (TGA) del complejo Nas[ VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) en

atmosfera de oxigeno y a una velocidad de flujo de 50 ml/min.
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Complejo VO/Api: la curva de calentamiento indica una pérdida de agua en el termograma

(Figura 3.2) que termina a temperaturas relativamente altas (187 °C) y el valor experimental
correspondiente a una pérdida de masa del 8,4% coincide con el valor esperado para la pérdida
de dos moléculas de agua (8,3%). La temperatura de deshidratacién indica que las dos
moléculas de agua pertenecen a la esfera de coordinacion del cation oxidovanadio(IV) (VO™).
Después de la deshidratacion, el compuesto se degrada en dos etapas consecutivas hasta llegar
a los 600 °C. La constancia del peso se alcanza a los 650 °C y el peso del residuo solido
restante, recogido a esa temperatura, representa un 22,4% (en concordancia con el valor tedrico
esperado del 22,3% para el residuo de V,0s). La presencia de V,0s en el residuo se confirmo

mediante espectroscopia FTIR.
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Figura 3.2. Curva termogravimétrica (TGA) del complejo [VO(Api)(H20),]C1 (VO/Api) en

atmosfera de oxigeno y a una velocidad de flujo de 50 ml/min.

Complejo Cu/5-HTP: la curva del andlisis termogravimétrico (Figura 3.3) en atmosfera de

oxigeno y a una velocidad de flujo de 50 ml/min demostré que la pérdida de agua termina a
temperaturas relativamente bajas (100 °C) involucrando dicho porcentaje la pérdida de una
molécula de agua (Calc= 3,5%, Exp= 3,5%). La temperatura de deshidratacion sugiere que la
molécula de agua no esta unida al centro metdlico formando parte de las denominadas aguas de
hidratacion. A una temperatura de 650 °C, la pérdida de peso (Calc= 84,7%, Exp= 85,0%)
coincide con la formacion de CuO como residuo final el que fue caracterizado por

espectroscopia de FTIR.
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Figura 3.3. Curva termogravimétrica (TGA) del complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en

atmosfera de oxigeno y a una velocidad de flujo de 50 ml/min.

3.2.3. Espectroscopia vibracional FTIR.

La caracterizacion fisicoquimica de los complejos incluyo el andlisis y estudio de los mismos
por medio de la espectroscopia vibracional. En este apartado se presentan y discuten los
espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), tanto de los ligandos como de los
complejos medidos en fase solida (pastillas KBr). Las asignaciones tentativas a los modos de
vibracion para las bandas observadas se realizaron por comparacion con datos previamente

reportados en la literatura.

Complejo VO/Baic: en la Figura 3.4 se muestran los espectros vibracionales de infrarrojo

FTIR de Baicalina (Baic, véase Figura 1.6), su sal sodica (NaBaic) y del complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) y en la Tabla 3.1 se presentan las asignaciones tentativas de
los mismos. La preparacion de NaBaic se realiz6 agregando 0,25 mmoles Na(OH) a una
solucion etanolica que contiene 0,25 mmoles del ligando y el precipitado obtenido se filtra y se
seca en estufa a 60 °C. Para discutir el espectro vibracional de la baicalina (glucurénido de la
baicaleina), se consideraron dos componentes: el acido glucuronico y el resto flavonoide.

Al valor de pH utilizado para la sintesis del complejo (pH= 9), no se considera la
deprotonacion de los sustituyentes OH del acido glucurdnico ya que la ionizacion de estos
grupos ocurre a valores de pH mayores a 13 (Albert y Serjeant, 1984). Los sustituyentes OH

del anillo aromatico denominado A presentan mayor fuerza 4cida, debido a la existencia de
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una accidn combinada entre el efecto inductivo (atrayente de electrones) del anillo aromatico y
el efecto mesomérico. Por lo tanto, para la formacion del complejo VO/Baic se considerd que a
pH 9 se encuentran disociados los tres 4tomos de hidrogeno 4cidos y se asignaron de manera
consecutiva la primera deprotonacion al 4cido carboxilico, y la segunda y tercera ionizacion a
los grupos 6-OH y 5-OH. A pesar de que la denominacion mas precisa de la baicalina seria

H;Baic, nos referiremos al ligando deprotonado como Baicalina o Baic.
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Figura 3.4. Espectros FTIR de Baicalina (Baic), sal de sodio de Baicalina (NaBaic) y
complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic).

El modo de estiramiento (stretching) del carbonilo del 4cido carboxilico perteneciente al grupo
glucurdnico se asigné a la banda muy intensa del espectro que aparece a 1728 cm™. Tras la
deprotonacion del grupo COOH, se forma el anion carboxilato y los dos enlaces CO se tornan
equivalentes con igual longitud de enlace (-COQ") apareciendo dos modos vibracionales
correspondientes al estiramiento simétrico y antisimétrico de dicho grupo. Analizando los
espectros y, teniendo como referencia la sal de sodio, se asignaron para dichos modos

vibracionales, dos bandas de estiramiento, v,(COO) a 1583 cm” (NaBaic) y 1593 cm’
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(VO/Baic) y v(COO) a 1456 cm™ y 1450 cm™ para NaBaic y VO/Baic, respectivamente
(Tabla 3.1). Las posiciones de estas bandas indican que este grupo no esta implicado en la
coordinacion con el centro metalico porque las bandas asociadas al anidon carboxilato de la sal
sodica y al complejo oxidovanadio(IV) aparecen en las mismas posiciones. Entonces, se pudo
concluir que el grupo carboxilato del ligando de baicalina deprotonado no participa en la

coordinacion del cation oxidovanadio(IV).

Tabla 3.1. Asignaciones tentativas (en cm™) de las principales bandas en el espectro
infrarrojo de Baicalina (Baic), sal de sodio de Baicalina (NaBaic) y complejo

Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic).

Baic NaBaic VO/Baic Asignaciones tentativas
1728 mf v(C=0), carboxilico
1660 mf 1662 f 1662 h v(C=0)
1612 f 1612 mf 1625 mf v(C=0), v(C2=C3), estiramiento
del anillo A
1576 £ 1583 f 1593 £ Vas(COO)
1497 f, 1480 1487 m 1489 d v(C5-05)
1430 d 1456 m 1450 m v{(COO)
1366 m, 1348 h | 1357 m 1348 d d(COH)
1301 f 1295 m 1290 m d(COH)
1250 m 1244 m 1244 d v(C-O-C), v(C-OH)
1204 m 1189 m 1189 m v(C5-05) (Albert y Serjeant, 1984)
1111 m 1104 h 1098 h V(C-O)endo
1065 mf 1072 f 1062 £ V(C-0)exo
1036 m 1057 h, 1021 h | 1020 h O(CH)en ¢l plano
930 h 945d 925m, a v(V=0)

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

vibracion de estiramiento, &: vibracioén de deformacion.

La otra banda relacionada al modo de estiramiento del grupo carbonilo (C4=0 del anillo C) se
asigna a la banda localizada en 1660 cm™ para la baicalina (Looker y Hanneman, 1962). Se ha
informado previamente que la coordinacion de iones metélicos a este grupo produce una

disminucioén de su orden de enlace y esto se observa como un corrimiento de la banda del
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modo de estiramiento en el espectro IR hacia el rojo (Guo M. et al., 2014). Como puede
observarse en la Tabla 3.1, la presencia del hombro localizado a 1662 cm™ en el complejo
VO/Baic indica que el cation oxidovanadio(IV) no interactua de forma directa con este grupo.
Los mayores desplazamientos espectrales en el ligando por interaccion con el metal involucran
las bandas asignadas a los modos de estiramiento (stretching) y deformacion (bending) de los
grupos C-O y C-OH respectivamente (Tabla 3.1). En particular, la banda asignada al
estiramiento C5-O5 se desplaz6 hacia el rojo cuando el &tomo de H del grupo OH es sustituido
por el ion oxidovanadio(IV), lo que indica la coordinacion del i6n metalico con este grupo (Li
et al., 2013).

La posicion de la banda de estiramiento V=0 localizada a valores de frecuencias relativamente
bajas (925 cm™) sugiere una coordinacion de este cation a través de los atomos de oxigeno cis-
deprotonados (Naso et al., 2016a) provenientes de los restos OH. Por lo tanto, puede
concluirse que el cation oxidovanadio(IV) coordind con el flavonoide a través de los dos
grupos OH deprotonados situados en los atomos C5 y C6 del anillo A formando un anillo
quelato (coordinacion tipo “catecol”, véase Figura 1.4C). Esta interaccion produjo una
donacion sigma de las cargas negativas de los OH deprotonados y por lo tanto el enlace V=0
aument6 en longitud, desplazandose la banda de estiramiento al rojo, respecto a la frecuencia
normal del catién oxidovanadio(IV) del VOSO,4 de 987 cm™ (Selbin et al., 1963). Esta

conclusion se apoya en las mediciones de los espectros EPR (seccion 3.2.5).

Complejo VO/Api: en la Figura 3.5 se muestran los espectros vibracionales de infrarrojo FTIR

de Apigenina (Api, véase Figura 1.7), su sal sdédica (NaApi) y del complejo
[VO(Api)(H20):]CI1 (VO/Api) y en la Tabla 3.2 se presentan las asignaciones tentativas de los
mismos. La preparacion de NaApi se realizd siguiendo la misma técnica que para NaBaic. A
continuacion se describen los principales cambios en el espectro infrarrojo durante la
coordinacion. La banda asignada al modo de estiramiento v C=0 (1657 cm™ en Api y 1660
cm’' en NaApi) se desplaza a energias mas bajas (1638 cm™” en el complejo) como
consecuencia del aumento de longitud del enlace C=0O producido por coordinacion con el
cation oxidovanadio(IV). La deprotonacion y coordinacion con el O(5) estd indicada por la
presencia de la banda fuerte localizada a 1584 cm™ en el ligando Api que desaparece tras la
deprotonacion y/o complejacion. Las modificaciones del anillo A fueron asignadas por los
desplazamientos de las bandas de 1612 cm™ en Api y 1602 cm™ en NaApi que aparece en
1596 cm™ en el complejo. Las modificaciones del anillo C fueron asignadas debido a los

desplazamientos de las bandas en 1556 cm™ en Api y NaApi hacia menores frecuencias (1529
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cm’) en el complejo. El desplazamiento de la banda asignada al modo de deformacion O(CH);p
(ip, en el plano) localizado a 1029 cm™ en Apiy en 1023 cm™ en el NaApi hacia 1040 cm™ en
el complejo, indica la deformacion estructural del anillo. Otro cambio observado en la
formacion del complejo, fue la modificacion de la banda situada a 1243 cm™ asociada al modo
de estiramiento v(C-O-C) que cambia ligeramente con la complejacion, indicando que el
oxigeno del anillo del ligando no formaba enlaces metal-oxigeno con el i6n metalico. La banda
correspondiente a las vibraciones del anillo B que aparece en 1498 cm™ no se vio afectada por

la interaccion de la apigenina con el centro metalico.
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Figura 3.5. Espectros FTIR de Apigenina (Api), sal de sodio de Apigenina (NaApi) y
complejo [VO(Api)(H20),]C1 (VO/Api).

La posicion de la banda de estiramiento vV=0 asignada a localizada en 977 cm™ es tipica para
una esfera de coordinacion conformada por grupos (CO, O") del flavonoide (coordinacion tipo
“acetilacetona", véase Figura 1.4A). En este caso, la resonancia del sistema pi con el anillo
aromatico genera que este enlace sea mas fuerte y mas corto que en el caso del complejo
VO/Baic (coordinacion por O7,0") y la frecuencia de estiramiento V=0 aparece desplazada al

azul. Esta conclusion se apoya también en las mediciones de los espectros EPR (seccion 3.2.5).
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Por consiguiente, los resultados del andlisis del espectro vibracional, sugieren que la

coordinacion del ion oxidovanadio(IV) con el ligando apigenina se produjo muy

probablemente a través del oxigeno del grupo carbonilo y del grupo 5-OH deprotonado

formando enlaces metal-oxigeno en el complejo.

Tabla 3.2. Asignaciones tentativas (en cm™) de las

infrarrojo de Apigenina (Api), sal de sodio de

[VO(Api)(H,0),]CI (VO/Api).

principales bandas en el espectro

Apigenina (NaApi) y complejo

Api NaApi VO/Api Asignaciones tentativas
3322 h,3279m | 3417 m 3380 m v(O-H) Puente de Hidrégeno
3092 m 3058m 3087m v(C-H)
2922 m, 2831m | 2974 m, 2925 | 2954 m, 2893 | v(C-H)
m, 2855 m m, 2822 m
2762 m, 2695 m, 2766 m, 2693 | Puente de Hidrogeno
2616 f m, 2630 m
1657 mf 1660 mf 1638 mf v(C=0)
1612 mf 1602 mf 1596 mf v(C=0) + v(C2=C3), estiramiento
del anillo A
1584 f 1582 h -- O(OH) + estiramiento del anillo
1556 £ 1556 mf 1529 mf v(C=C), Anillo C
1498 mf 1499 m 1492 mf O(CH)en el plano, V(C=C)
1447 £ 1439 m 1452 m O(CH)en el plano, V(C=C)
1355 mf 1372 1, 1340 h | 1353 f v(C-OH) + v(CC)
1243 mf 1241 f 1246 v(C-0-C), v(C-OH)
1223 f - - V(CH)en el plano, 9(OH)
1178 mf, 1159 h | 1169 mf 1171 mf O(C-OH)en ¢ plano
1114 m 1121 m 1104 m V(C-OH), 6(C-H)anilio aromatico
1029 m 1023 d 1040 m O(CH)en el plano
- - 977 m v(V=0)

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

estiramiento, o: vibracioén de deformacion.
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Complejo Cu/5-HTP: en la Figura 3.6 se muestran los espectros vibracionales de infrarrojo

FTIR de 5-Hidroxitriptéfano (5-HTP, véase Figura 1.8) y el complejo [Cu(5-HTP),].H,O
(Cu/5-HTP) y en la Tabla 3.3 se presentan las asignaciones tentativas de los mismos. Estas
asignaciones se basan en reportes previos de 5-HTP (Ituen et al., 2017), L-Triptéfano (Cao y

Fischer, 1999) y el complejo de Cobre(Il) con L-Triptofano (Wagner y Baran, 2004).
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Figura 3.6. Espectros FTIR de 5-Hidroxitriptéfano (5-HTP) y complejo [Cu(5-HTP),].H,O
(Cu/5-HTP).

La presencia de las bandas caracteristicas de los modos de estiramiento y deformacion,
v(NH3"), v(COO") y 8(NH;"), en el ligando libre confirmaron la existencia del 5-HTP en la
forma de zwitterion en el estado s6lido asi como las bandas anchas en la region 2900-2600 cm
" indican la presencia de puentes de hidrogeno. Los modos de vibracion del grupo OH en el C-
5 aparecieron tanto en el ligando como en el complejo. En el complejo, los modos de
estiramiento de los grupos vO-H y vC-O se localizan en 3455 cm’ y 1230 cm’,
respectivamente y el modo de deformacion SCOH en 1199 cm™. Luego de la deprotonacion y

complejacion, pudieron observarse las vibraciones debidas al grupo amina —NH,, v,(NH») y

60



Capitulo 3: Sintesis y caracterizacion estructural de los complejos

v(NH;), donde la posicion de las mismas indica que dicho grupo esta involucrado en la union
al centro metalico. Ademas, la banda de vibracion v(C-N)isico aparecid mas afectada que la
del v(C-N)ingol, sugiriendo que el &tomo de nitrégeno del grupo indol no esta involucrado en la

formacion del complejo.

Tabla 3.3. Asignaciones tentativas (en cm™) de las principales bandas en el espectro

infrarrojo de 5-Hidroxitriptéfano (5-HTP) y del complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP).

5-HTP Cu/5-HTP Asignaciones tentativas

3490 h 3455 m v(OH)

3410 mf 3400 f v(N-H)

- 3289 m, 3264 m vas(NH>)

- 3172 m vs(NH>)

3072 m -- vas(NH3 ")

3052 m -- vs(NH;")

1623 £ 1619 mf vas(COO)

1584 mf S(NH;")

- 1588 h 8(NH,)

1492 m -- S(NH;")

1472 m 1465 m 8(CH,)

1412 f 1387 f v{(COO")

1346 m 1348 m V(C-N)indol

1310 m 1312 m 8(CH)

1257 d 1230 m v(C-0)

1214 f v(C-0) + p(NH;3")
1199 m p(NH,) + §(COH)

1096 d 1120 m, 1089 m V(CC) + v(C-N)asititico

1045 d,982 d, 933 d 1052 md, 937 m Modos del anillo

851 m 869 md, 834 h p(CH,)

802 d 801 m 8(CO0")

Intensidades relativas de las bandas:

mf: muy fuerte, f: fuerte, m: media, d: débil, md: muy débil, h: hombro.

v: vibracion de estiramiento; d: vibracion de deformacion; p: vibracion de deformacion.
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Por otra parte, las modificaciones en la posicion de la bandas del grupo carboxilato
confirmaron la unién de este grupo al cobre. Las vibraciones de estiramiento simétrico y
antisimétrico del grupo -COO™ (v,(COO") y v(COQO)) asignadas al 5-HTP (zwitterion) se
desplazaron a valores mas bajos de frecuencia luego de la coordinacion. Se conoce que la
diferencia Av= v,(COQO") - v{(COO), es usada como un criterio para establecer el modo de
coordinacion del grupo COO™ al metal (Deacon y Phillips, 1980). El valor de Av para el
complejo (232 ¢cm™) resulta mayor que el valor de Av para el ligando (211 cm™), en
concordancia con un modo de coordinaciéon unidentado del carboxilato. Estos resultados
sugieren que la coordinacion del i6n cobre(Il) con el ligando 5-HTP se produjo a través de los
grupos carboxilato (COO’) y amino (NH;) del resto aminoacido de la molécula. Esta

conclusion es apoyada por determinaciones de EPR en solucion (seccion 3.2.5).

3.2.4. Espectroscopia de reflectancia difusa.

La espectroscopia de reflectancia difusa es una técnica complementaria que ayuda a reforzar la
propuesta del modo de coordinacion del metal para el complejo en estado so6lido. Como podra
apreciarse, las posiciones de las bandas concuerdan razonablemente bien con las esferas de

coordinacion propuestas para cada uno de ellos.

Complejo VO/Baic: en el espectro de reflectancia difusa (Figura 3.7) se observan dos bandas

localizadas en 440 nm y la otra, a longitud de onda mayor a 800 nm y también un hombro en
660 nm. La posicion de las mismas se correlaciona con una coordinacion del oxidovanadio(IV)

en un entorno de dtomos de oxigeno (Uivarosi et al., 2010).
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Figura 3.7. Espectro de reflectancia difusa del complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic).

Complejo VO/Api: en el espectro de reflectancia difusa (Figura 3.8) se observan dos bandas,

una en 453 nm y la otra a una longitud de onda mayor a 800 nm y varios hombros (268 nm,

360 nm y 395 nm), indicando nuevamente un entorno oxigenado alrededor del cation metélico.
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Figura 3.8. Espectro de reflectancia difusa del complejo [VO(Api)(H20),]Cl (VO/Api).

Complejo Cu/5-HTP: en el espectro de reflectancia difusa (Figura 3.9) se observan dos bandas

definidas localizadas en 360 nm y 615 nm. La presencia de interacciones entre los centros

metalicos en el Cu/5-HTP se puede suponer por la aparicion de la banda tipica de alta
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intensidad alrededor de 360 nm (Etcheverry et al, 2012), en concordancia con lo
observado en las determinaciones de EPR (seccion 3.2.5). La banda de 615 nm se encuentra
en una posicion similar a la transicion observada en el espectro visible del complejo de
Cu(Il) con el aminoécido triptofano (Wagner y Baran, 2004), indicando una esfera de

coordinacion tipica de Cu con los grupos -NH;, y -COO" de los aminoacidos.
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Figura 3.9. Espectro de reflectancia difusa del complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP).

3.2.5. Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electronica (EPR).

La resonancia paramagnética electronica es una técnica espectroscOpica sensible a
electrones desapareados. En ese sentido es ideal para estudiar tanto al cation
oxidovanadio(IV) (d") como al catién cobre(II) (d°). Los datos experimentales que resultan
de un espectro de EPR son las componentes del tensor giromagnético (g) y la constante de
acoplamiento hiperfino (A), que permiten deducir la simetria del entorno sobre el sitio
magnético, el estado fundamental del ion metalico, el grado de deslocalizacion electronica
asi como también la naturaleza de los ligandos. Por esos motivos, se convierte en una
técnica relevante para el estudio del entorno de coordinacidon de los complejos metalicos
tanto en estado sdlido como en solucién. Sobre la base de estos conceptos, a partir de los
parametros de EPR fueron propuestas las esferas de coordinacion para cada uno de los
complejos en estudio, las que presentan muy buena correlacion con los datos espectrocopicos

de infrarrojo y de reflectancia UV-visible.

64



Capitulo 3: Sintesis y caracterizacion estructural de los complejos

Complejo VO/Baic: para obtener una vision mas profunda del entorno del i6n

oxidovanadio(IV), se realizaron mediciones espectroscopicas de EPR, trabajando con el polvo
microcristalino a 293 K (Figura 3.10). El espectro EPR del VO/Baic dio un patréon de
desdoblamiento hiperfino de ocho lineas debido al electron desapareado del nucleo °'V (I=
7/2), siendo generalmente indicativo de la presencia de una unica especie mononuclear de
oxidovanadio(IV) en el complejo solido. El espectro experimental en polvo puede ser bien
simulado sobre la base de una simetria axial. La simulacion (Figura 3.10) predice que la sefial
observada se origina por la presencia de un cromoforo de vanadio que resulta consistente con
el ion oxidovanadio(IV) en un campo de ligando cuasi axial o pseudoaxial. Los parametros
experimentales obtenidos fueron g, = g, = 1,9565; A, = A, = 154,7 x 10* cm™; g, = gy =
gr= 1,9785; Ax=A,= A, = 50,8 x 10* cm™. Para calcular la magnitud de A, se utilizé la
relacion de aditividad para los complejos de oxidovanadio(IV), A, = 2n;A,;, introducida por
Chasteen (1981). En esta ecuacion, n; es el nimero de ligandos ecuatoriales de tipo iy A,; es la
contribucion al acoplamiento hiperfino paralelo del entorno de coordinacién mas probable.
Esta constante puede proporcionar la identidad de los conjuntos de donadores ecuatoriales
coordinados con el cation VO** dada la contribucién especifica de cada grupo donante y la
suma de las contribuciones de los cuatro ligandos ecuatoriales puede compararse con el valor
experimental observado. Teniendo en cuenta el conjunto de donantes probable y esperado,
considerando cuatro grupos ArO™ con una contribuciéon a A= ArO= 38,6 x 10™ cm”, se
calculé el valor de A, de 1544x10™ cm™, el que resulta en concordancia con el valor
experimental. Por lo tanto, se sugiere un modo de unién que implica una esfera de
coordinacion ecuatorial con dos atomos de oxigeno de dos grupos ArO” de cada resto
flavonoide (del anillo A). Esta coordinacion coincide con las caracteristicas espectrales bien
conocidas de los complejos VO** bis quelatos en los que dos restos 1,2-diolato de un ligando
estan unidos al catién oxidovanadio(IV). Este modo de coordinacion 2 x (O, O) tipo
“catecol” del VO* es reconocido para complejos de coordinacion con azficares y sus
derivados conteniendo al menos los ligandos un par de grupos hidroxilo en posicion -cis

deprotonados (Garribba et al., 2001).
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Figura 3.10. Espectros EPR (experimental y simulado) del s6lido de Nas[VO(Baic),;].6H,O

(VO/Baic) a temperatura ambiente (293 K) medido en banda X. Frecuencia de microondas

de 9,459 GHz.

Ademas, se ha reportado que el flavonoide baicaleina (la aglicona de baicalina, véase Figura
1.6) también forma complejos anidnicos pentacoordinados (véase Figura 1.5A) en solucion
con el cation VO*" mostrando una geometria piramidal de base cuadrada y una coordinacion 2
x (O, O) o tipo “catecol” (véase Figura 1.4C) a valores de pH superiores a 7,4, con
parametros espectrales de EPR similares al complejo de baicalina (g/= 1,954; A= 155,3x10™
cm™). El reporte sugiere que este tipo de coordinacion se produce a través de los grupos C-O”
del anillo A en las posiciones 6 y 7 (o 5 y 6) para la baicaleina. En este caso, con el enlace
glucosidico situado en la posicion 7, pudimos determinar que la coordinacion del ligando con
el metal se produjo inequivocamente a través de los grupos 5 y 6 del anillo A (Sanna et al.,

2014).

Complejo VO/Api: la Figura 3.11 muestra el espectro EPR del s6lido obtenido a temperatura

ambiente. Se obtuvo un espectro muy similar a baja temperatura (no mostrado). El espectro de
EPR del polvo microcristalino de VO/Api da una sefal isotrdpica, que no muestra el patron de
desdoblamiento hiperfino tipico de ocho lineas que se presenta para el nucleo de 'V (I= 7/2).
Este hecho indica la presencia de interacciones magnéticas entre los iones paramagnéticos de

oxidovanadio(IV) en el complejo so6lido, que colapsan la interaccion hiperfina. Se ha
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encontrado un comportamiento similar para los complejos VO/naringenina (Islas et al., 2015)

y VO/quercetina (Ferrer et al., 2006), obtenidos previamente en el grupo de trabajo.
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Figura 3.11. Espectros EPR (experimental y simulado) del solido de [VO(Api)(H,0),]Cl
(VO/Api) obtenido a temperatura ambiente (293 K). Frecuencia de microondas 9,4565 GHz.

Complejo Cu/5-HTP: en la Figura 3.12 se muestra el espectro EPR de una muestra de polvo

de Cu/5-HTP medida a temperatura ambiente, junto con la simulacion. El espectro EPR del
polvo microcristalino muestra valores axiales para el parametro g (g«= g,=g,=2,061, g,= g/=
2,226) que resultan tipicos de una especie Cu(Il) (S= 1/2) en geometrias octaédrica alargada,
cuadrado piramidal o cuadrado plana, donde el estado fundamental es el orbital dy,.» (Neuman
et al., 2012). A baja temperatura (120 K), el espectro muestra las mismas caracteristicas (datos
no mostrados). Aunque no se pudo observar una sefal de EPR con una estructura hiperfina
resuelta (Figura 3.12), para realizar la simulacion se tuvo que tener en cuenta un valor para la
componente paralela de la constante de acoplamiento hiperfino (A/) menor que un valor Ay
tipico para el ion Cu(Il) en un entorno cuadrado plano. El hecho de que no se pueda observar
una estructura hiperfina resuelta es compatible con la presencia de interaccion entre centros
metalicos (tipicos de centros de cobre en una red extendida), donde la interaccion de

intercambio colapsa la interaccion hiperfina tipica de 4 lineas con el nticleo de Cu(II) (I= 3/2).
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Figura 3.12. Espectros EPR (experimental y simulado) del sélido de [Cu(5-HTP),].H,O
(Cu/5-HTP) obtenido a temperatura ambiente (295 K). Frecuencia de microondas 9,459 GHz.

3.3. Caracterizacion en solucion.

3.3.1. Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electronica (EPR).

Como parte de las ventajas que ofrece la espectroscopia de resonancia paramagnética
electronica (EPR) esta el hecho de poder también establecer el entorno de coordinacion y
la geometria del complejo que se forma luego de la disolucion del mismo en el solvente
adecuado. De esa forma es posible inferir si la estructura del complejo sélido se retiene en
solucidn o si ocurre algiin cambio debido a la interaccion con el solvente. En particular, el
solvente utilizado para los ensayos biologicos es el DMSO y como podra apreciarse a
continuacion, los datos muestran que la esfera de coordinacion se mantiene tras la disolucion

del compuesto solido.

Complejo VO/Baic: para determinar si la estructura del complejo s6lido se retuvo en

solucion, el espectro EPR (banda X) se midio a partir de la disolucion del complejo sélido
en DMSO (120 K, 1,25 mM). La senal EPR (Figura 3.13) muestra el espectro con un

patron tipico de ocho lineas para los sistemas de oxidovanadio(IV).
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Figura 3.13. Espectros EPR (experimental y simulado) de una solucién congelada de
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) en DMSO (1,25 mM) registrado a 120 K. Frecuencia de
microondas de 9,452 GHz.

El espectro experimental de la solucién puede ser bien simulado asumiendo una simetria
del tipo rombica. Esta sefial indico la presencia de especies mononucleares unicas después
del proceso de disolucion. La simulacion espectral (Figura 3.13) predijo la formacion de un
croméforo de oxidovanadio(IV) con parametros Hamiltonianos de spin g, = 1,9505, g, =
1,9824 y g,=1,9762 y constantes de acoplamiento hiperfina de A, = 155,1x10* cm™', A=
39,3x10* cm’! yAy= 53,7x10* em ™. El valor de A, calculado es indicativo de una esfera

de coordinacion similar a la del complejo s6lido, mostrando que no se producen cambios

en la esfera de coordinacion del metal tras la disolucion del compuesto solido.

Complejo VO/Api: la Figura 3.14 muestra el espectro de EPR obtenido de una solucion de

DMSO a 120 K. La sefial de EPR muestra el espectro con un patroén tipico de ocho lineas para
los sistemas de cationes de oxidovanadio(IV). El espectro experimental de la solucion puede
ser bien simulado asumiendo simetria rombica. Esta sefal indicd la formacion de especies
mononucleares individuales después del proceso de disolucion. La simulacion espectral predijo
la formacién de un croméforo de oxidovanadio(IV) con pardmetros Hamiltonianos de g, =
1,9439, g.=1,9767 y g,= 1,9717 y constantes de acoplamiento hiperfina de A,= 166,8 x 10
cm ', Ax=523x10"cm 'y A;=61,2x 10 cm .
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Figura 3.14. Espectros EPR (experimental y simulado) de una solucion congelada de
[VO(Api)(H20),]C1 (VO/Api) en DMSO (1,25mM) registrado a 120 K. Frecuencia de
microondas de 9,462 GHz.

Sobre la base de lo estudiado por via espectroscopica, asumiendo ese entorno de coordinacion,
y suponiendo que las dos moléculas de coordinacion de agua fueron sustituidas por dos
moléculas de disolvente (DMSO) en el plano ecuatorial, se utiliz6 nuevamente la regla de
aditividad (Chasteen, 1981) obteniéndose un valor calculado de A, = 169,9 x 10* cm™ (C=0
=447 x 10* cm™, ArO" = 38,6 x 10 cm™, Opmso = 43,3 x 10” cm™ (Ando et al., 2003)) el

que correlaciona muy bien con el valor A, experimental.

Complejo Cu/5-HTP: el espectro EPR de una solucion congelada de Cu/5-HTP en DMSO a

120 K, junto con la simulacion, se muestra en la Figura 3.15. Se sabe que los espectros EPR de
compuestos paramagnéticos puros (es decir, sistemas en los que los centros paramagnéticos no
estan diluidos) estan dominados por interacciones entre los centros y por lo tanto brindan poca
informacion sobre los centros individuales (Rizzi et al., 2016). Cuando se quiere recopilar
informacion sobre las propiedades electronicas del ion individual, hay que registrar espectros
en solucion o muestras dopadas, donde los iones metalicos no estan interactuando. Este es el
caso del espectro mostrado en la Figura 3.15, que muestra un espectro de EPR cuasi axial (gx =

2,058, g, = 2,045, g, = 2,249) con estructura hiperfina claramente resuelta de 4 lineas (A =
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12,9 x 10* cm’l, Ay=20,6 x 10* cm'l, A,=179,3 x 10* cm’l) debido a la interaccion del spin
del electron desapareado con el nicleo de Cu(Il) (I= 3/2). Estos resultados indican un estado
fundamental d,.y» y la formacion de una tnica especie mononuclear después de la disolucion.
De acuerdo con la correlacion de Peisach Blumberg (Peisach y Blumberg, 1974), los valores
Ay gy encontrados en la simulacion del espectro son compatibles con un ion cobre(Il) en un
entorno de coordinacién 2N-20, en concordancia con los resultados del analisis del espectro

FTIR (seccion 3.2.3).
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Figura 3.15. Espectros EPR (experimental y simulado) de una solucion congelada de [Cu(5-
HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en DMSO (1,25mM) registrado a 120 K. Frecuencia de
microondas de 9,453 GHz.

3.3.2. Espectroscopia UV-vis.

Las bandas de absorcion observadas en los espectros electronicos de los complejos de
coordinacion pueden estar asociadas a: (i) transiciones del tipo d-d entre niveles
energéticos localizados esencialmente en el ion metalico, (ii) bandas de transferencia de
carga que involucran tanto a orbitales del metal como del ligando y, (iii) transiciones
internas de los ligandos (transiciones electronicas entre los O.M. del ligando).

La posicion de las bandas de absorcion correspondientes a las transiciones d-d, puede dar

informacion sobre el tipo y caracteristica de los ligandos, asi como sobre el estado de
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oxidacion del metal; mientras que su forma e intensidad (coeficiente de absortividad molar,
€) proporcionan evidencias sobre la geometria de la esfera de coordinacion asi como sobre
el grado de deslocalizacion electronica.

Por este motivo, esta técnica resulta de gran valor al momento de estudiar las especies

quimicas presentes en solucion asi como la estabilidad de las mismas en dicho medio.

3.3.2.1. Variaciones espectrales en funcion del pH para los ligandos y los complejos.

A continuacién se presentan los resultados del estudio de variaciones espectrales
determinadas en solucion y en funcion del pH para cada sistema. En lineas generales, las
variaciones espectrales indican los procesos de deprotonaciébn y/o coordinacion
permitiendo la seleccion del pH de sintesis de los diferentes complejos. Para cada complejo

se seleccion6 el pH de sintesis en el que existe una especie Unica.

Complejo VO/Baic: los espectros de absorcion UV-vis de una solucion acuosa de Baic a

diferentes valores de pH fueron descriptos previamente (Liang et al., 2009). La Figura 3.16
muestra los datos espectrales obtenidos para una disolucion de Baic 5x10° M en

DMSO/EtOH (1/100) a diferentes valores de pH.

1.4 A pH2a6

Absorbancia

250 300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)
Figura 3.16. Espectro UV-vis de una soluciéon de Baicalina (5x10° M) en DMSO/Etanol
(1/100) para diferentes valores de pH.

A valores de pH inferiores a 6 se observaron dos bandas a 279 nm (relacionadas con el

anillo A, benzoilo, n — ©n*) y 316 nm (relacionadas con el anillo B, cinamoilo, 1 — n*)
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(véase Figura 1.3). La banda de mayor energia disminuy6 su intensidad de valores de pH de
2 a 6. La banda relacionada con el anillo B se corre a menores longitudes de onda (306 nm)
a valores de pH superiores a 7. Los cambios espectrales mas importantes aparecieron a
valores de pH superiores a 7, en los que se produce la deprotonaciéon de C-60H generando
una banda de transferencia de carga a 420 nm debido a la donacion de electrones al anillo.
Debido al enlace de hidrégeno intramolecular entre los grupos 5-OH-0O4=C que
estabilizan el grupo 5-OH en su forma 4cida, la deprotonacion del grupo C-50H se produjo
a valores de pH superiores al del grupo hidroxilo situado en C6 (pKa;= 7,6; pKa,= 10,1)
(Liang et al., 2009). La ionizacion del grupo carboxilico (del acido glucurdnico) ocurre a
valores de pH inferiores a 5 y no afecta el patron espectral de la Baic.

A una concentracién 100 veces superior del flavonoide (5x107 M) se detecté una nueva
banda a aproximadamente 600 nm (g, 40 M'cm™, pH 8) (Figura 3.17). A mayores valores
de pH, esta banda se desplaza hacia el azul indicando que se produjo una nueva

deprotonacion en el ligando (567 nm, € = 34 M'em™, pH = 9).
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Figura 3.17. Espectro Visible de una solucién de Baicalina (5x10° M) en DMSO para

diferentes valores de pH.
Los cambios espectrales UV-vis de una disolucion de VOCL.H,0 (2,5x10° M) y Baic

(5x10” M) en DMSO/EtOH (1/100) a diferentes valores de pH, representados en la Figura

3.18, mostraron un patrén similar al del ligando.
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Figura 3.18. Espectro UV-vis de una solucion de VOCL.H,O (2,5x10° M) y Baicalina
(5x10° M) en DMSO/Etanol (1/100) para diferentes valores de pH.

Cuando la concentracion de la solucion es 100 veces mayor es posible observar el espectro

electronico del cation de oxidovanadio(IV) en la region del visible. Las bandas a 610 nm

(372 M'em™) y 795 nm (516 M"'ecm™) hasta pH 5 son similares a las observadas en el

espectro de un complejo carboxilato-oxidovanadio(IV) (Figura 3.19) (Ferrer et al., 1993).

A pH 9 se observa una banda tinica a 610 nm (204 M'cm™). A pesar de que la parte visible

del espectro a alta energia estd enmascarada por la banda intensa de la region UV, este

espectro podria compararse con el de una esfera de coordinaciéon con grupos (O7,0)

ligados al cation VO** (Etcheverry et al., 1997). La banda del ligando a 600 nm es de

menor intensidad y no interfiere con estas observaciones.
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Figura 3.19. Espectro Visible de una solucion de VOCL.H,O (2,5x10° M) y Baicalina
(5x10~ M) en DMSO para diferentes valores de pH.

Complejo VO/Api: los espectros UV-vis del ligando y del complejo fueron medidos en

DMSO/Etanol (1/100). Para el flavonoide apigenina se han reportado dos pasos de disociacion
acido-base: pKa; = 6,61 + 0,07 y pKa, = 9,31 + 0,07 (Favaro et al., 2007). A valores de pH
hasta 8 el ligando presenta dos bandas principales de absorcion en la region UV-vis, a 340 nm
(banda I) que representa la absorcion del anillo B (sistema cinamoilo) y la absorcién en 269
nm (banda II) asociada con la porcion de anillo A (sistema benzoilo), las que estan
relacionadas con las transiciones 1 — ©* y n — 7*, respectivamente (véase Figura 1.3). A
valores de pH superiores a 9, el espectro de absorcion se desplaza a mayor longitud de onda, de
345 nm a 390 nm (pH 9 a 11) (banda I) como se muestra en la Figura 3.20. Se observa que la
deprotonacion causa un cambio bastante grande probablemente debido a la extension del

sistema conjugado establecido por los grupos de ArO™ deprotonados.
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Figura 3.20. Espectro UV-vis de una solucién de Apigenina (1x10™* M) en DMSO/Etanol
(1/100) para diferentes valores de pH.

Para estudiar con mas detalle la interaccion, se determinaron los espectros UV-Vis de una
mezcla 1:1 de Api:VO* (Figura 3.21) los que mostraron un patron espectral similar al del
ligando en la region de 250-500 nm. Comparando ambas variaciones espectrales se puede
demostrar que tanto la deprotonacion como la coordinacion indujeron los cambios espectrales

que son similares en la region espectral UV-vis.
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Figura 3.21. Espectro UV-vis de una solucion de VOCL.H,0 (1x10™* M) y Apigenina
(1x10™* M) en DMSO/Etanol (1/100) para diferentes valores de pH.
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Trabajando con soluciones 100 veces mas concentradas se pueden observar las transiciones d-
d del cation oxidovanadio(IV) (Figura 3.22). A valores de pH de 2 a 3, se observa el espectro
tipico del cation VO*" en DMSO ([VO(DMSO)s]*"). Los cambios espectrales de 650 nm a 570
nm a valores de pH mas altos (a partir de valores de pH superiores a 4) son indicativos de la
coordinacion del metal con el flavonoide. Por lo expuesto anteriormente, se selecciond un

valor de pH de 5 para la sintesis del complejo.
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Figura 3.22. Espectro Visible de una solucion de VOCL,.H,O (1x10? M) y Apigenina
(1x10 M) en DMSO para diferentes valores de pH.

Complejo Cu/5-HTP: para estudiar las modificaciones de los espectros UV-vis en solucion

del ligando se tuvieron en cuenta los valores de pK reportados para el 5-HTP los cuales son:
pKi (-COOH) = 2,65, pKa(-NH>") = 9,63, pK3(5-OH) = 10,68. La variacion con el pH de los
espectros UV-vis de una solucion acuosa del aminoacido 5-HTP (5x10° M) coincide con estos
valores (Figura 3.23). También se han reportado las constantes de estabilidad logP; = 8,61 y
logB, =15,76 para los complejos Cu(5-HTP) y Cu(5-HTP),, respectivamente (Weber y
Simeon, 1971).

El patron espectral electronico obtenido a partir de soluciones acuosas de una mezcla de 5-
HTP (1x10™* M) y CuCL.2H,0 (5x10” M) a diferentes valores de pH (Figura 3.24) es similar
al de la Figura 3.23. Sin embargo, la comparacion a pH 5 mostré diferencias entre ambos

espectros que indican la formacion del complejo (Figura 3.28).
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Figura 3.23. Espectro UV-vis de una solucion acuosa de 5- Hidroxitriptofano (5x10° M)

para diferentes valores de pH.
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Figura 3.24. Espectro UV-vis de una solucién acuosa de 5- Hidroxitriptofano (1x10™ M) y
CuCl.2H,0 (5x10° M) para diferentes valores de pH.

Trabajando con soluciones 100 veces mas concentradas, se visualiza la parte visible del
espectro electronico del complejo. En la Figura 3.25 se muestran los espectros electronicos de
soluciones acuosas de 5-HTP (1x10* M) y CuCl.2H,O (5x10™ M) a diferentes valores de pH

en el intervalo de 400 nm a 1000 nm. A valores de pH inferiores a 3 se puede observar el
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espectro tipico del complejo [Cu(H,0)6]*" (Mm= 830 nm). La formacion del complejo tuvo

lugar a pH 5-6 (Am = 620 nm). A valores de pH mas altos se observan nuevas especies. Por lo

tanto, se selecciond un valor de pH de 5 para la sintesis del complejo.
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Figura 3.25. Espectro Visible de una solucion acuosa de 5- Hidroxitriptéfano (1x107% M) y

CuCl.2H,0 (5x10° M) para diferentes valores de pH.

3.3.2.2. Medidas de los espectros electronicos en solucion.

En las siguientes figuras, se muestran la superposicion de los espectros del ligando y del

complejo al pH de sintesis seleccionado para cada sistema: pH= 9 para VO/Baic (Figura

3.26) y pH= 5 para VO/Api (Figura 3.27) y Cu/5-HTP (Figuras 3.28 y 3.29). Las

diferencias observadas entre ambos espectros sugieren la formacioén de los complejos.

25

2.0 4

Absorbancia

0.5 4

——— Baicalina
— VO/Baicalina

Longitud de onda (nm)

600

Figura 3.26. Espectro UV-visible de Baicalina (5x10° M) y de la mezcla VO/Baicalina 1/2

(2,5x10° M/5x10” M) en etanol a pH=9.
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Figura 3.27. Espectro UV-visible de Apigenina (1x10™ M) y de la mezcla VO/Apigenina

1/1 (1x10™ M) en etanol a pH=5.

0.87 ———  5-Hidroxitriptéfano
—— Cu/5-Hidroxitriptéfano

0.4

Absorbancia

0
240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 3.28. Espectro UV de 5-Hidroxitriptofano (1x10* M) y de la mezcla Cu/5-

Hidroxitriptofano 1/2 (5x10°/M 1x10™ M) en agua a pH=5 (240-400nm).
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Figura 3.29. Espectro Visible de 5-Hidroxitriptofano (5x10° M) y de la mezcla Cu/5-
Hidroxitriptofano 1/2 (2,5x10~ M/5x10™ M) en agua a pH=5 (450-900nm).

3.3.2.3. Determinacion de las estequiometrias por el método de la razon molar.

Una forma de establecer las estequiometrias de los complejos formados en solucion, es la
realizacion de titulaciones espectrofotométricas por medio del conocido método de la
razén molar. Podré observarse a continuacion que las determinaciones realizadas para los
sistemas en estudio en solucién concuerdan con las estructuras propuestas para los
complejos solidos caracterizados tanto por FTIR, EPR, reflectancia difusa asi como los
datos obtenidos por andlisis elementales (seccion 3.2).

Cada titulacion se realizd manteniendo constante la concentracion de ligando y variando la
concentracion del metal para obtener distintas relaciones ligando/metal (L/M) que varian
desde 0,5 a 10 y regulando el pH en el valor usado para la sintesis de los respectivos

complejos.

Complejo VO/Baic: la titulacion espectrofotométrica se realizd siguiendo la variacion

espectral de la banda de absorcion localizada a 316 nm de una solucion etanélica 4x10° M
de Baic a pH 9 con la adicion sucesiva de VOCI, a diferentes relaciones, ajustando el pH a
un valor final de 9 con el agregado de NaOH 1M para cada curva (Figura 3.30). Para este
sistema, se obtuvo una relacion 2/1 (L/M) en concordancia con la estequiometria

determinada para el complejo solido (Figura 3.31).
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Figura 3.30. Espectro UV-visible de Baicalina (4x10° M) en etanol con la adicién de
VOCL.H;O0 en distintas relaciones L/M (desde 10 hasta 0,5) a pH 9 y bajo atmosfera de
nitrogeno. La flecha indica aumento de la concentracion de metal. Grafico insertado:
determinacion espectrofotométrica de la estequiometria para el sistema Baicalina/VO*" a

A=316 nm por el método de la razén molar (pH=9).
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Figura 3.31. Esfera de coordinacion propuesta para el complejo Nay[ VO(Baic),].6HO.
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Complejo VO/Api: la titulacion espectrofotométrica se realizd siguiendo la variacion espectral

de la banda de absorcion localizada a 298 nm de una solucion etandlica 4x10” M de Apigenina
a pH 5 con la adicion sucesiva de VOCI, a diferentes relaciones, ajustando el pH a un valor
final de 5 con el agregado de NaOH 1M para cada curva (Figura 3.32). Para este sistema, se
obtuvo una relaciéon L/M: 1/1 de acuerdo con la estequiometria determinada para el complejo

solido (Figura 3.33).
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Figura 3.32. Espectro UV-visible de una solucién de Apigenina (4x10”° M) en etanol con la
adicion de VOCL.H,O en distintas relaciones L/M (desde 10 hasta 0,5) a pH 5 en
atmosfera de nitrogeno. La flecha indica aumento de la concentracion de metal. Gréfico
insertado: determinacion espectrofotométrica de la estequiometria para el sistema

Apigenina/VO*" a A=298 nm por el método de la razén molar (pH=5).

HO

Figura 3.33. Esfera de coordinacion propuesta para el complejo [VO(Api)(H,0):]CL

83



Capitulo 3: Sintesis y caracterizacion estructural de los complejos

Complejo Cu/5-HTP: como se vino realizando para los otros complejos, para establecer la

estequiometria del complejo en solucion se aplicod el método de la razén molar. Como en la
zona espectral del UV no se observaron los cambios necesarios para el analisis, en solucion
acuosa, se procedio a medir la variacion espectral usando mezclas de solventes (DMSO-agua)
y se procedid a medir los espectros en la zona del visible, dado que las bandas espectrales del
DMSO producen interferencias en el UV medio y el lejano. Se prepar6 una solucion de 5S-HTP
(1,2 x 107 M) en una mezcla de agua y DMSO en partes iguales y se registrd su espectro
electronico. Se midieron los espectros de absorcion de soluciones acuosas de 5-HTP y
CuCl,.2H,0 en relaciones molares ligando/metal de 10 a 0,5 (pH = 5; NaOH). Si bien cuando
la relacion molar de L/M es inferior al valor 2 el maximo de la banda de absorcion comienza a
desviarse de 630 nm, por el exceso de cobre(Il), puede verse que hasta una relacion 2/1 se
observa una variacion lineal de la absorbancia (Figura 3.34). El cambio de pendiente se
observa a menor relacion molar, sugiriendo una estequiometria de 2 ligandos para cada ion

metalico (Figura 3.35).
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Figura 3.34. Espectro Visible de 5-Hidroxitriptofano (1,2x10> M) en agua/DMSO (50/50)
con la adicion de CuCl,.2H,0 en distintas relaciones L/M (desde 10 hasta 0,5) a pH 5. La
flecha indica aumento de la concentracion de metal. Grafico insertado: determinacion
espectrofotométrica de la estequiometria para el sistema 5-HTP/Cu®" a una A=630 nm por

el método de la razon molar (pH=5).
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Figura 3.35. Esfera de coordinacion propuesta para el complejo [Cu(5-HTP),].H,O.
3.3.2.4. Estudios de estabilidad de los complejos disueltos.
A continuacion se muestran los estudios de estabilidad de los diferentes complejos s6lidos

disueltos en DMSO, que es el solvente empleado en las determinaciones biologicas.

Complejo VO/Baic: el complejo permanecid estable en una solucion de DMSO (no se

observaron cambios apreciables en los espectros UV-vis) al menos durante 1 h (Figura
3.36). Se puede afirmar que el complejo no se descompuso durante la manipulacion de la
solucion para los estudios bioldgicos, que toma como maximo 15 minutos hasta que se

disuelve en el buffer usado en las diferentes determinaciones.

12l \ 0-150 min

Absorbancia

0.8 +

0.6

0.4 +

0.2 1

0.0 T T T T T
500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Figura 3.36. Variacion del espectro electronico de una soluciéon 2 mmol L™, en DMSO, del

complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) en el tiempo.
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Complejo VO/Api: el complejo permanecié estable en una solucion de DMSO (no se

observaron cambios apreciables en los espectros UV-vis) al menos durante 1 h (Figura 3.37).
Entonces se puede afirmar que el complejo no se descompuso durante la manipulacion de la

solucion para los estudios biologicos.
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Figura 3.37. Variacion del espectro electrénico de una solucion 4 mmol L™ en DMSO del

complejo [VO(Api)(H20),]Cl (VO/Api) en el tiempo.

Adicionalmente, para este complejo se realizo la determinacion de la estabilidad por medio
de medidas de conductividad. Como se sabe, la conductividad molar A, mide la capacidad
de transporte de corriente eléctrica de un electrolito en solucioén. Se define como:
Am=x/C
Donde ¢ es la concentracion molar del electrolito y k es la conductividad especifica de la
disolucion, que se calcula conociendo la constante de celda del equipo y la resistencia medida:
K = constante de celda/R

Esta magnitud depende del electrolito y del disolvente. La medida de la conductancia molar
del complejo VO/Api en DMSO, Am = 29 (Q'.cm’.mol "), sugiere la existencia de un
electrolito 1:1 (Geary, 1971), en concordancia con la determinacion de los analisis elementales,
donde el complejo adquiere una carga positiva y posee como contraanion al anion cloruro. Este
valor se mantuvo estable en el tiempo (1h), lo que permite inferir que el complejo se mantiene

estable en este periodo de tiempo.
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Complejo Cu/5-HTP: la estabilidad del complejo Cu/5-HTP se midi6 en DMSO ya que el

mismo se empled como co-disolvente en las determinaciones biologicas. El espectro UV-vis
obtenido por disolucion en DMSO del complejo Cu/5-HTP muestra una banda de absorcion
ubicada en 603 nm (e= 94.2 M"'cm™). Para demostrar la estabilidad del complejo tras la
disolucion, su velocidad de descomposicion se midid espectrofotométricamente. El complejo
permanecié estable en una solucion de DMSO (no se observaron cambios apreciables en los
espectros UV-vis) al menos durante 1 h (Figura 3.38), por lo que se puede afirmar que el
complejo no se descompuso durante la manipulacion de la solucién para los estudios

biolégicos.
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Figura 3.38. Variacion del espectro electronico de una soluciéon 8 mmol L™ en DMSO del

complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en el tiempo.
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3.4. Conclusiones preliminares

A continuacion se resumen las principales conclusiones de este capitulo que serdn ampliadas
en el Capitulo 8 de “Conclusiones y perspectivas”.

Los complejos de coordinacion VO/Baic, VO/Api y Cu/5-HTP se sintetizaron y caracterizaron
analitica y fisicoquimicamente como Nas[VO(Baic),].6H,O, [VO(Api)(H20):]Cl y [Cu(5-
HTP),].H,O, respectivamente.

Teniendo en cuenta los estudios en fase solida y en solucion, pueden proponerse las siguientes
esferas de coordinacion para cada uno de los complejos:

» El complejo VO/Baic es un complejo anidnico pentacoordinado con una
estequiometria 2/1 (L/M) y coordinacion tipo “catecol”.

» El complejo VO/Api es un complejo catidonico pentacoordinado con una
estequiometria 1/1 (L/M) y coordinacion tipo “acetilacetona”. El mismo tiene dos
moléculas de agua en su esfera de coordinacion.

» El complejo Cu/5-HTP es un complejo neutro tetracoordinado con una estequiometria
2/1 (L/'M).

Estas conclusiones se complementan con los estudios teéricos en el marco de la Teoria del
Funcional de la Densidad (Capitulo 4).

Los estudios de estabilidad de los diferentes complejos solidos disueltos en DMSO
demuestran que la esfera de coordinacion se conserva luego de la disolucion y que los
complejos permanecen estables durante el tiempo de preparacion de las muestras para las

determinaciones biologicas.
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Los avances de la quimica computacional han llevado al desarrollo de nuevos métodos
quanticos basados en la teoria del funcional de la densidad (Density Functional Theory, DFT)
que permiten calcular la geometria de los compuestos quimicos. En los tltimos afios se han
publicado varios articulos relativos a la prediccion de la estructura de los complejos de metales
de transicion, incluyendo especies de oxidovanadio(IV) (Micera y Garribba, 2012). La
importancia de los célculos computacionales estriba en la posibilidad de estudiar propiedades
quimicas o fisicas (geometria, propiedades vibracionales, célculos termodindmicos, reactividad
quimica, entre otras) algunas de las cuales no pueden ser determinadas experimentalmente
(Orbitales Moleculares). Aquellas propiedades que pueden ser determinadas
experimentalmente (estructuras cristalinas, espectros vibracionales de infrarrojo, etc.) permiten
realizar comparaciones teorico-experimentales.

La importancia del conocimiento de la geometria de los compuestos de coordinacion se debe a
la relacion entre la estructura del complejo formado y su actividad bioldgica. La geometria de
un compuesto puede relacionarse con las actividades biologicas del mismo. En este sentido,
Micera y Garribba mencionaron algunos ejemplos de como la modificacion estructural de los
complejos de vanadio puede afectar su actividad insulinomimética. La inactivacién de las
haloperoxidasas dependientes de vanadio, debido a la reduccion de las especies V(V)O’* a
V(IV)O*, esta relacionada con un cambio estructural irreversible. La transformacion en
solucion acuosa del farmaco [VO(maltolato),] de una geometria piramidal cuadrada
(pentacoordinada, véase Figura 1.5A) a una cis-octaédrica (véase Figura 1.5B) facilita el
transporte en el suero sanguineo hacia los sitios diana mediante la coordinacion de un
nitrogeno de histidina de la albiimina sérica humana en la cuarta posicion ecuatorial del ion
V(IV)O*" (Micera y Garribba, 2012). Por lo tanto, la prediccién de la geometria de los
complejos de coordinacion es de suma importancia en la caracterizacion de las propiedades
biologicas cuando no se disponen de estructuras cristalograficas. En este trabajo de tesis
doctoral, se han sintetizado y caracterizado complejos de coordinacion sin lograr la obtencion
de cristales, por lo que, gracias a la quimica computacional, fue posible obtener tedricamente
informacion relevante para estos sistemas. En este contexto, se realizaron célculos tedricos
para los ligando y complejos utilizando herramientas del DFT (Hohenberg y Kohn, 1964;
Kohn y Sham, 1965; Parr y Yang, 1989) empleando el programa GAUSSIAN 09 (Frisch et

al., 2010). En todos los casos, se realizaron calculos vibracionales al mismo nivel de teoria
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que el proceso de optimizacion para corroborar la existencia de un minimo en la superficie

de energia potencial.

4.1. Optimizacion de los ligandos (flavonoides y S-HTP).

Baicalina: existen numerosos reportes de estudios estructurales y conformacionales de
flavonoides como la morina (Cody y Luft, 1994), quercetina (Russo et al., 2000), baicaleina
(Markovi¢ et al., 2011), miricetina (Vojta et al., 2017), luteolina (Amat et al., 2008), e incluso
apigenina (Amat et al., 2008; Mariappan et al., 2012) que es el otro flavonoide seleccionado
para este trabajo de tesis doctoral. En este contexto, y teniendo en cuenta que las
investigaciones teoricas del flavonoide Baicalina (Baic) se basan en un pequeiio nimero de
conformeros (Dai et al., 2009; Wolniak et al., 2008), se realiz6 un estudio del espacio
conformacional de dicho flavonoide. Los datos de la difraccion de rayos X de Baic (Dai et
al., 2009) se emplearon como estructura de partida para realizar los procedimientos de
rotacion rigida (escaneos) con el método semiempirico PM3 (Stewart, 1989a, 1989b).
Posteriormente, los conformeros de menor energia se reoptimizaron con geometria
totalmente relajada empleando el método ab initio B3LYP (Becke, 1993) combinado con
diferentes conjuntos de bases en fase gaseosa.

En la Figura 4.1 se muestra la numeracion de los 4tomos y los principales angulos
utilizados para el estudio del espacio conformacional de la Baic. El primer escaneo se
realizd teniendo en cuenta la rotacion de los angulos diedros (t1)= C8—C7-0O7-C1”’, (12)=
01-C2-C1’-C2’ y (13)= O6.”’(carbonilo)-C6’’—C5’’—05"’ alrededor de los enlaces C7—
07, C2-C1’ y C6’—C5”’ en pasos de 60°. Los angulos t; y T, representan la posicion
relativa de la unidad glucurénido y del anillo B con respecto a los anillos centrales (A y C),
respectivamente. El angulo 13 configura la posicion del grupo é4cido en la unidad
glucurdnido. En esta etapa se seleccionaron siete conformeros para ser empleados en el
segundo escaneo. Estos conféormeros se seleccionaron considerando que el angulo 1,
muestra valores cercanos a 30°, 90°, 150°, -150°, -90° y -30°. Debido a la simetria del grupo
fenilo en la Baic (sin sustituyentes en el anillo B), los tres ultimos dngulos representan la
misma disposicion que los primeros, lo cual permite reducir el nimero de moléculas. El
segundo escaneo se realizd teniendo en cuenta los efectos de la rotacion alrededor de los
enlaces C—O de los sustituyentes OH en las posiciones C5 y C6 del anillo A y el OH del
acido carboxilico en pasos de 90°. Estos angulos diedros son (t4)= C10—-C5-0O5-H, (t5)=
C5-C6—06-H y (16)= C5°—C6’—06’’—H. Al completar el segundo escaneo, el valor del

angulo 1, cambid en el conférmero con 1,= 90 °. Estos resultados preliminares sugieren
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que la disposicion perpendicular del anillo B con respecto a los anillos centrales (A y C) es
menos probable. Estos datos son coherentes con el hecho de que las conformaciones
perpendiculares de los flavonoides luteolina y apigenina se asociaron con barreras altas de
energia potencial (Amat et al., 2008). En esta etapa se seleccionaron once conféormeros para
ser empleados en el tercer escaneo. El tercer escaneo se realizd teniendo en cuenta los
efectos de la rotacion alrededor de los enlaces C—O de los sustituyentes OH en la unidad de
glucuréonido en pasos de 90°. Estos angulos diedros son (t7)= C5°—C4’’-04’-H, (13)=
C47—C37-03"-H y (19)= C37—C2’-02"’-H. Al finalizar el tercer escaneo, veintidos

estructuras se seleccionaron para ser empleadas en la siguiente etapa.

Figura 4.1. Esquema de la molécula de baicalina (Baic). Numeracion de los atomos y

principales angulos utilizados para el analisis.

Las veintidos estructuras primitivas seleccionadas del tercer escaneo fueron reoptimizadas
con la geometria totalmente relajada a nivel B3LYP/3-21G* y B3LYP/6-31G*. Los
conformeros optimizados empleando el conjunto de bases 3-21G* mostraron una
modificacion relevante en el dngulo t,. Este angulo diedro que mostraba valores cercanos a
-45 ° 0 + 45 ° en las estructuras primitivas (seleccionadas del tercer escaneo) toma valores
cercanos a cero después de la optimizacion a nivel B3LYP/3-21G*. Cuando estas
estructuras se reoptimizan empleando el conjunto de bases 6-31G*, en algunos casos el
angulo 1, vuelve al valor original, mientras que en otros casos toma el valor opuesto.
Estudios anteriores sobre flavonoides similares han caracterizado las curvas de energia

potencial en funcion del dngulo 1, y sus resultados sugieren que las estructuras planares
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representan puntos de ensilladura (Amat et al., 2008; Mariappan et al., 2012). Estos hechos
nos permitieron concluir que el nivel de teoria B3LYP/3-21G* no es adecuado para este
sistema. Por el contrario, los conféormeros optimizados empleando el conjunto de bases 6-
31G * preservan la informacion geométrica relacionada con la disposicion del anillo B (12).
Estos datos sugieren que el nivel de teoria B3LYP/6-31G* resulta adecuado para este
sistema. Para el siguiente paso, se seleccionaron diez estructuras de las estructuras
optimizadas empleando el conjunto de bases 6-31G* y se reoptimizaron a nivel B3LYP/6-
31G**,

Los diferentes conformeros de la Baicalina (denominados BCL) fueron nombrados y
agrupados considerando algunos aspectos geométricos (Tabla 4.1). El éangulo 7
(disposicion de la unidad glucurdonida) permitio la clasificacion de los conférmeros BCL en
cuatro grupos, indicados por a, b, c y d, y los valores medios de este d&ngulo en cada grupo
son -39,89° -125,40° 119,80 y 4,85°, respectivamente. Dai y colaboradores (Dai et al.,
2009) reportaron un angulo 1, de 106.4°, similar a la que encontramos en el grupo c.
Propusieron dos puentes de H (HBs) que contribuyen al empaquetamiento molecular tipo
sandwich en el estado solido. Estos HBs son C2’-OH:--O-C4”’ (intramolecular) y C5-
OH---O—C6 (intermoleculares). Wolniak y colaboradores (Wolniak et al., 2008) sugirieron
dos posibles valores de angulo 1; y uno de ellos (2,8°) es cercano al valor que encontramos
en el grupo d. El angulo 1, (disposicion del grupo fenilo) tiene so6lo dos valores posibles
20° 0 -20° (-20° es igual a 160° debido a la simetria del grupo fenilo sin sustituyentes en el
anillo B) y este hecho nos llevd a clasificar los conférmeros BCL en los grupos 7 y 2,
respectivamente. El grupo / muestra valores de angulos t, similares en comparacion con
datos cristalograficos (7,7°) y las diferencias pueden ser explicadas considerando las
interacciones de tipo n-m stacking entre las diferentes moléculas presentes en el cristal (Dai
et al., 2009), pero no en las moléculas aisladas. Reportes anteriores sobre flavonoides
similares revelaron que las curvas de energia potencial del angulo 1, son casi planas en la
region de £40° (Markovi¢ et al., 2011), £30° (£15°) a nivel MP2 (B3LYP) (Amat et al,,
2008). Estos autores sugirieron que las estructuras con angulo t, cercano a 0 representan
puntos de ensilladura entre dos estructuras estables con una pequefia frecuencia negativa
asociada a un modo de torsion alrededor del enlace C2—Cl1'. Por otra parte, Amat y
colaboradores (Amat et al., 2008) sugirieron la presencia de ambas estructuras (/ y 2) con
una oscilacion casi libre del anillo de fenilo B en un rango de +20° alrededor de la
estructura plana. Rossi y colaboradores (Rossi et al., 2001) reportaron los datos

cristalograficos de la aglicona del flavonoide Baic, baicaleina, y propusieron una
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conformacion planar con un angulo t, de 8,2°. Sin embargo, el analisis de los factores que
afectan la planaridad de la estructura de la flavona fue discutido anteriormente por este
grupo y concluyeron que la energia potencial mas baja corresponde a una conformacioén no
planar con un angulo 1, igual a 22,8°. Este angulo de torsion intermedio, similar al
encontrado en la Baic, representa un equilibrio entre la interaccion atractiva de una
estructura plana que proporciona el marco para un efecto mesomérico mas extenso y las
interacciones estéricas repulsivas que pueden resultar de los dos dtomos de hidrogeno en
posicion orto. Markovi¢ y colaboradores (Markovi¢ et al, 2011) informaron que los
minimos absolutos en el 4ngulo 1, de la baicaleina se encontraron a 21,00° y a 158,95° y el
enlace C2—Cl'esta en el plano de la cromona y tiene una longitud de 1,473 A, en
concordancia con nuestros datos para Baic. El dngulo T3 (posicion del grupo éacido) no
permiti6 otra clasificacion. Los valores medios de este d&ngulo en los grupos a, b, ¢ y d son
-122,46°, -151,65°, -169,48° y -103,44° respectivamente. Por otra parte, las posibles
disposiciones de los grupos OH explorados en el segundo escaneo (14, Ts y T¢) permitieron
otra clasificaciéon de los conféormeros BCL, indicada por los subindices C o T. Esta
designacion se refiere a las configuraciones syn (cis) y anti (trans) de los enlaces O5—H,
O6-H y O6"-H respecto a los enlaces C10—C5, C5-C6 y C5"-C6 ", respectivamente. Los
valores medios de los angulos T4, ts y 16 fueron cercanos a 0 ° (cis) o 180 ° (trans).
Teniendo en cuenta que la configuracion del grupo OH situado en la posicion 5 del anillo
A (14) era siempre cis, la configuracion de este angulo no se incluyo en la nomenclatura de
los conféormeros BCL. Los subindices C o T en la nomenclatura de los conformeros BCL
indican la configuracion de los angulos 15 (primer subindice) y 16 (segundo subindice). El
hecho de que la configuracion del angulo t; fuera siempre cis puede explicarse por la
formacion de un puente de hidrégeno intramolecular (IMHB) entre el hidrogeno del grupo
OH situado en la posicion 5 del anillo A y el oxigeno del grupo carbonilo situado en la
posicion 4 del anillo C. Wolniak y colaboradores (Wolniak et al.,, 2008) reportaron
previamente este IMHB en baicalina, baicaleina y wogonosido basados en datos de
espectroscopia de RMN. Los autores caracterizaron la interaccion C5-OH:---O=C4 por
RMN de "C en solucién y estado solido e informaron que los desplazamientos quimicos
indican la presencia de este IMHB en ambas fases. Ademas, Markovi¢ y colaboradores
(Markovi¢ et al., 2011) sugieren que la formacioén del enlace C5—OH:--O=C4 tiene un
efecto estabilizador en la molécula de la baicaleina. Sin embargo, esta interaccion de HB
estd ausente en el cristal de Baic porque el OH localizado en la posicion 5 tiene

configuracion trans y el hidrégeno de este grupo estd implicado en un HB intermolecular
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con el oxigeno del OH situado en la posicidon 6 (también en configuracion trans) de una
unidad de Baic adyacente (Dai et al., 2009). Los angulos 17, T3 ¥ T9 no estan representados
en la nomenclatura, pero se tuvieron en cuenta para seleccionar los conférmeros BCL de

menor energia.

Tabla 4.1. Energia y angulos diedros t; y 15 caracteristicos para los diez conformeros BCL

de menor energia optimizados en fase gaseosa a nivel B3ALYP/6-31G**.

Conformero Angulo | Angulo Energia * AE® AE ¢ Poblaci('ln
diedro t; | diedro 75 relativa

BCLa2¢rt -37,47 -9,33 -1027970,8470 | 0,00 0,00 13,46
BCLalcr -37,52 -9,65 -1027970,4618 | 0,39 0,39 12,49
BCLalrr -42,24 -163,80 | -1027969,8970 | 0,95 0,95 9,20
BCLa2rr -42,32 -164,05 | -1027969,8782 | 0,97 0,97 9,58
BCLbIcc -124,32 | -0,57 -1027970,7987 | 0,05 0,00 13,22
BCLb2¢c -126,49 | -1,80 -1027970,0407 | 0,81 0,76 15,01
BCLc!cc 126,21 0,03 -1027969,5450 | 1,30 0,00 10,49
BCLclcr 113,39 -0,27 -1027968,4983 | 2,35 1,05 9,18
BCLd2rr 9,66 -171,22 | -1027967,0650 | 3,78 0,00 5,16
BCLd!Irr 0,05 -168,19 | -1027964,9943 | 5,85 2,07 2,21

*Energia calculada a nivel B3LYP/6-31G** y corregida por la energia en el punto cero (ZPE), expresada en

kcal mol ™.

® Diferencia energética respecto del conformero més estable, expresada en kcal mol™.
¢ Diferencia energética respecto del conférmero mas estable en cada grupo, expresada en kcal mol™.

4 Poblacion relativa calculada por la ecuacion de Boltzmann, expresada como porcentaje (%).

Estos resultados sugieren que el conformero BCLaZcr es el mas estable, su estructura

optimizada a nivel B3LYP/6-31G** (en fase gaseosa) se muestra en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Geometria optimizada del conférmero BCLa2cr de Baicalina (Baic) a nivel
B3LYP/6-31G**. Las esferas grises representan a los atomos de C, las esferas negras

representan a los a&tomos de O y las esferas blancas representan a los atomos de H.

Apigenina: existen reportes previos sobre estudios computacionales del ligando Apigenina
(Api) a nivel B3LYP con diferentes conjuntos de bases (Amat et al., 2008; Corredor et al.,
2009; Minenkov et al., 2012). En este contexto, y dada la simplicidad de la molécula, no fue
necesario realizar una bisqueda conformacional para este ligando. Api se optimizé en fase
gaseosa a nivel B3LYP/6-31G** y se realizaron célculos vibracionales al mismo nivel de
teoria. La estructura optimizada (en fase gaseosa) del ligando Api se muestra en la Figura

4.3.

Figura 4.3. Geometria optimizada de Apigenina (Api) a nivel B3LYP/6-31G**. Las esferas
grises representan a los atomos de C, las esferas negras representan a los atomos de O y las

esferas blancas representan a los atomos de H.
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S-Hidroxitriptofano: los datos cristalograficos del 5-HTP (Wakahara et al., 1973) se

emplearon como punto de partida para los procesos de optimizacion. Este ligando es un
aminoacido que estd presente como zwitterion en el estado so6lido. Muchos aminoacidos
existen en la forma de zwitterion estable en estado s6lido o en solucidn, pero dentro de un
cierto intervalo de pH, mientras que normalmente es dificil de estabilizar dicha separacion
de cargas en un entorno de fase gaseosa (Li et al., 2013; Price et al., 1997; Wang et al.,
2003). Por lo tanto, el ligando 5-HTP se optimiz6 tanto en fase gaseosa como en solucion
acuosa a nivel B3LYP/6-31G**. Los resultados sugieren que el 5-HTP en la forma de
zwitterion solo existe en solucién acuosa, en donde el solvente permite la separacion de las
cargas. Al estado gaseoso, s6lo pudo optimizarse la molécula en su forma neutra. Aun
cuando la geometria de partida (Wakahara et al., 1973) tiene la estructura de zwitterion, en
fase gaseosa el -NH;' cede el proton al COO restituyendo los grupos funcionales 4cido y
amino de la forma neutra, debido a una baja barrera para la transferencia de protones. La
estructura optimizada en fase gaseosa (y en solucion acuosa, grafico insertado) del ligando

5-HTP se muestra en la Figura 4.4.

52

Figura 4.4. Geometria optimizada del 4cido 2-amino-3-(5-hidroxi-1H-indol-3-
il)propanoico (5-HTP) a nivel B3LYP/6-31G** en fase gaseosa. Grafico insertado:
geometria optimizada del 5-HTP en la forma de zwiterion a nivel B3LYP/6-31G** en
solvente acuoso. Las esferas grises claras representan a los atomo de C, las esferas grises
oscuras representan a los dtomos de O, las esferas negras representan a los atomos de N y

las esferas blancas representan a los atomos de H.
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Estudios anteriores con dimeros de los aminoécidos glicina y alanina sugieren que 12
moléculas de agua son suficientes para estabilizar los caracteres zwitteridnicos y evitar la
transferencia de protones entre los grupos COO” y -NH;" (Koyambo-Konzapa et al., 2015).
Ademas de la evidencia experimental de que la glicina no es un zwitterion en la fase
gaseosa, la superficie de energia potencial de la glicina aislada ha sido investigada
minuciosamente por métodos ab initio. En los niveles mas altos de teoria, el zwitterion es
16-20 kcal/mol menos estable que la forma neutra sin barrera para la transferencia de
protones entre el -NH;" y el COO™ (Price et al., 1997). El complejo entre la glicina en su
forma de zwitterion y una molécula de agua no existe al estado gaseoso (Wang et al.,
2003), se necesitan dos moléculas de agua complejadas con glicina para estabilizar el
zwitterion (Price et al., 1997). Para la mayoria de los aminoécidos naturales, existen
muchos estudios experimentales y tedricos que sugieren que la forma canonica es siempre

dominante en la fase gaseosa (Li et al., 2013).
4.2. Optimizacion de los complejos.
42.1. Estudio de adecuacion/aplicabilidad de diferentes métodos para los sistemas

VO/flavonoides.

Complejo  VO/Api: este sistema fue seleccionado para realizar el estudio de

adecuacion/aplicabilidad de diferentes métodos para los sistemas VO/flavonoides
atendiendo a su simpleza y bajo nimero de &tomos. En términos de quimica
computacional, un método se define como la combinacion de un determinado funcional
con un determinado conjunto de bases (Método= Funcional/Conjunto de bases). Para este
estudio se seleccionaron los siguientes funcionales: funcionales hibridos con intercambio
Hartree-Fock (B3LYP, B3P86, PBEIPBE, MPW1PW91), un metafuncional hibrido con el
gradiente de densidad de energia cinética (M06) y un funcional corregido de dispersion
(B97D) (Laury et al., 2012). Se emplearon dos conjuntos de bases combinadas con los
diferentes funcionales. El conjunto de bases de calidad doble Z 6-31G adicionado con
funciones de polarizacion (Funcional/6-31G**) y el conjunto de bases de calidad triple Z
6-311G adicionado con funciones de polarizacion y difusas (Funcional/6-311++G**). Los
procesos de optimizacion y calculos de frecuencia del complejo VO/Api empleando los
diferentes métodos se realizaron sin mayores contratiempos. Como no se disponen de datos
experimentales de distancias de enlace o angulos de enlace, se considerd el espectro

vibracional de infrarrojo FTIR (véanse Figura 3.5 y Tabla 3.2) como pardmetro
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experimental. En este sentido, se compararon los espectros simulados empleando los
diferentes métodos con el objeto de determinar la adecuaciéon o aplicabilidad de los
mismos para reproducir los espectros FTIR y apoyar las asignaciones de las bandas. Los
resultados del estudio se resumen en la Tabla 4.2, en la que se muestran las distancias del
enlace V=0 en A y la frecuencia de vibracion en cm™ asociadas al modo de estiramiento

(stretching) del mismo.

Tabla 4.2. Distancias del enlace V=0 (A) y frecuencia de vibracion (cm™) asociadas al
modo de estiramiento (stretching) del mismo en el complejo VO/Api optimizado con

diferentes métodos.

Conjunto de bases 6-31G** 6-311++G**
Funcional Enlace V=0 | Frecuencia | Enlace V=0 | Frecuencia
B3LYP 1,565 1.127 1,567 1.096
B3P86 1,556 1.148 1,557 1.116
PBE1PBE 1,552 1.157 1,553 1.127
MPWI1PWOI1 1,552 1.157 1,553 1.126
MO6 1,556 1.139 1,558 1.110
B97D 1,574 1.076 1,576 1.045

Estos resultados sugieren que el método mas adecuado para la optimizacion estructural del
VO/Api es el B97D/6-311++G**, ya que con este método se obtiene un enlace V=0 de
mayor longitud y por consiguiente una frecuencia menor. En concordancia con esta
afirmacion, Minenkov y colaboradores han investigado el rendimiento de 8 funcionales en
la reproduccion de 18 estructuras moleculares determinadas por difraccion de rayos X de
monocristal (Minenkov et al., 2012). Estos autores consideran que todos los métodos que
tienen en cuenta la dispersion (B97D, wB97XD, M06 y MO6L) dan lugar a estructuras mas
compactas, eliminando la sobrestimacion sistemdtica de las distancias internucleares y
sugieren un orden de estos funcionales (B97D <M06 =~ wB97XD <MO6L). Sin embargo,
concluyen que teniendo en cuenta los problemas de oscilacion bien conocidos de los
funcionales de Minnesota, B97D es una eleccion tentadora y computacionalmente menos
exigente. No obstante, para el sistema VO/Api el conocido (y ampliamente utilizado) método
B3LYP/6-311++G** reprodujo de manera aceptable los resultados obtenidos con el método
B97D/6-311++G** (0,009 A de diferencia en el enlace V=0 y 51 cm™ de diferencia en la
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frecuencia). Teniendo en cuenta que el valor experimental asignado al modo de estiramieto
(stretching) del V=0 es 977 cm™ (véase Tabla 3.2) se puede considerar que si bien los
resultados del método B97D/6-311++G** arrojan valores de frecuencia mas bajos (pero
bastante superiores al valor experimental) que los del método B3LYP/6-311++G**, las
diferencias no son relevantes y ambos métodos pueden considerarse en el estudio de los
complejos VO/flavonoides. En la Figura 4.5 se ilustran los espectros IR graficados en su
totalidad (desde 4000 a 400 cm™) obtenidos por los diferentes funcionales combinados con el

conjunto de bases triple Z sin la aplicacion de factores de escala.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

. B3LYP/6-311++G** |
v B3P86/6-311++G**
; W  PBE1PBE/6-311++G*
> W . MPW1PW91/6-311++G** .
SO | %
®© : :
o : : : :
c | M06/6-311++G** |
£ Wﬁ : .
n : :
c : : : :
© z z z z
= W B97D/6-311++G** :
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numeros de onda (cm™)

Figura 4.5. Espectros IR tedricos del complejo VO/Api obtenidos empleando diferentes

métodos computacionales (sin escalar).

Teniendo en cuenta que los mejores resultados se obtuvieron con los funcionales B97D y
B3LYP, se realiz6 un andlisis comparativo atendiendo la calidad de las bases (doble o triple Z).
Para ambos funcionales (B97D y B3LYP) el enlace V=0 se alarga 0,002 A y la frecuencia
disminuye en 31 cm™ al pasar de 6-31G** (doble Z) a 6-311++G** (triple Z). Teniendo en

cuenta que el valor experimental es 977 cm™ (lejos del valor obtenido en la simulacion) y
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que el costo computacional del conjunto de bases 6-311++G** es muy superior al del
conjunto de bases 6-31G** se puede considerar adecuada la aplicacion de bases de calidad
doble Z para sistemas VO/flavonoides con un gran nimero de atomos. Esto permitiria
disminuir en gran medida el costo computacional sin perder calidad en los célculos. Estas
afirmaciones concuerdan con los resultados de Parihar y colaboradores que emplearon este
nivel de teoria para optimizar las estructuras de algunos complejos de oxidovanadio(IV)
con ligandos 4-acilpirazolona y obtuvieron concordancias razonables entre los datos
teoricos y cristalograficos (Parihar et al., 2014).

Ademéds, esta diferencia entre las bases puede disminuirse con el uso de factores de
correccion. Merrick y colaboradores han realizado un estudio exhaustivo respecto de los
factores de escala aplicados a regiones altas (> 1000 cm™) y bajas (< 1000 cm™) del
espectro (Merrick et al., 2007). Estos autores proponen diferentes factores de escala
teniendo en cuenta el método utilizado en la optimizacion, por ejemplo, para B3LYP/6-
311++G** sugieren un factor de 0,9688 y para B3LYP/6-31G** sugieren un factor de 0,9627
(para frecuencias altas). Aplicando dichos factores de escala, la vibracion asociada al modo de
estiramiento (stretching) del V=0 a nivel B3LYP/6-311++G** seria de 1.062 cm™ y a
nivel B3LYP/6-31G** seria de 1.085 cm™. Puede verse que aplicando estos factores de
correccion, la diferencia en los valores de frecuencia disminuye a 23 cm™. Esto justificaria
el uso del conjunto de bases 6-31G** combinado con los factores de escala para sistemas
con un gran numero de atomos (como es el caso de VO/Baic) permitiendo calculos
computacionales de calidad y a un costo computacional razonable. En la Figura 4.6 se
ilustran los espectros IR (escalados) obtenidos empleando el funcional B3LYP combinado con
los dos conjuntos de bases (6-31G** y 6-311++G**). Adicionalmente, se grafica el espectro
del VO/Api calculado a nivel B97D/6-311++G** (sin escalar) para mostrar las similitudes con
los espectros calculados con el funcional B3LYP (escalados).

Este estudio permitié seleccionar los métodos para los sistemas VO/Api y VO/Baic de manera
coherente y atendiendo la relacion costo/beneficio (costo computacional/calidad de los
célculos). Para el complejo VO/Api (37 atomos) se selecciond el método B97D/6-311++G**
mientras que para el complejo VO/Baic (96 4tomos) se selecciono el método B3LYP/6-
31G** adicionado de difusas sobre los 4tomos de oxigeno, puesto que no se logré una

convergencia satisfactoria con el funcional B97D (Seccion 4.2.2).
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Figura 4.6. Espectros IR tedricos del complejo VO/Api obtenidos empleando el funcional
B3LYP combinado con los dos conjuntos de bases (6-31G** y 6-311++G**) escalados (gris)
y sin escalar (negro). Factores de escala para B3LYP/6-31G**: frecuencias <1000= 1,0028
y frecuencias > 1000= 0,9627. Factores de escala para B3LYP/6-311++G**: frecuencias
<1000= 1,0189 y frecuencias > 1000= 0,9688. Espectro IR tedrico del complejo VO/Api

calculado a nivel B97D/6-311++G** (sin escalar).

4.2.2. Determinacion de geometria y conformacion mas estable de los complejos.

Complejo VO/Baic: la geometria optimizada del ligando se empled para construir el

complejo de oxidovanadio(IV) y Baicalina (VO/Baic). El complejo se optimiz6 primero al
mismo nivel de teoria que el ligando (B3LYP/6-31G**) y luego, teniendo en cuenta la
carga negativa del mismo, se reoptimizé empleando funciones difusas para atomos de
oxigeno. Estos conjuntos de bases fueron seleccionados atendiendo a su razonable costo
computacional y confiabilidad (secciéon 4.2.1). La estructura optimizada (en fase gaseosa)
del complejo VO/Baic se muestra en la Figura 4.7. El mismo resulté ser un complejo

pentacoordinado (véase Figura 1.5A) con geometria piramidal cuadrada. Las longitudes y
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angulos de enlace mas relevantes alrededor del 4&tomo de vanadio se muestran en la Tabla
4.3. Los principales cambios geométricos en el ligando luego de la coordinacién son la
disminucion en la longitud de los enlaces C(5)-O(5) (1,348 A) y C(6)-0(6) (1,374 A)
debido a que la resonancia del sistema pi del V=0 le otorga un mayor caracter doble a
estos enlaces. Por otra parte, la distancia del C=O del anillo C no sufre grandes
modificaciones siendo de 1,253 A en el ligando libre y de 1,243 A en el complejo.
Teniendo en cuenta la esfera de coordinacion alrededor del centro de vanadio, puede verse
que la longitud de enlace V=0 calculada (1,600 A) es mayor al valor de V=0 en el
complejo bisacetilacetonato (1,56 A) (Dodge et al., 1961) lo que nuevamente descarta la
coordinacion por el C=0 del anillo C, coherente con un tipo de coordinacion “biscatecol”

(véase Figura 1.4C).

Figura 4.7. Geometria optimizada del complejo VO/Baic empleando el funcional B3LYP y
el conjunto de bases 6-31G** para los atomos de C, Hy V y 6-31+G** para los atomos de
O. Las esferas grises representan a los atomos de C, las esferas negras representan a los
atomos de O, las esferas blancas representan a los atomos de H y la esfera grande de color

gris claro (1) representa el atomo de V.
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Tabla 4.3. Longitudes de enlace (A) y 4angulos (°) seleccionadas alrededor del vanadio en
el complejo VO/Baic calculado empleando el funcional B3LYP y el conjunto de bases 6-
31G** para los atomos de C, Hy V y 6-31+G** para los atomos de O.

Longitudes de enlace” |VO/Baic | Angulos de enlace® VO/Baic
V(1)-0(2) 1,600 0(2)-V(1)-0(5) 109,2
V(1)-0(5) 1,997 0(2)-V(1)-0(6) 108,9
V(1)-0(6) 1,982 0(2)-V(1)-0(5) 109,2
V(1)-0(5) 1,997 0(2)-V(1)-0(6°) 108,9
V(1)-0(6°) 1,982

C(5)-0(5) 1,315

C(6)-0O(06) 1,334

C(57)-0(5") 1,315

C(6°)-0(6") 1,334

* para la denominacion de los atomos ver Figura 4.7.

Complejo VO/Api: la geometria optimizada del ligando se emple6 para construir el

complejo de oxidovanadio(IV) de Apigenina (VO/Api). El complejo se optimizd primero
al mismo nivel de teoria que el ligando (B3LYP/6-311++G**) y luego se reoptimizd
empleando diferentes funcionales y conjuntos de bases (seccion 4.2.1). El conjunto de
bases de valencia triple zeta 6-311++G**, desarrollada por Pople y colaboradores
(Krishnan et al., 1980), resultd la mejor eleccion. Ademas, los resultados indicaron que el
empleo del funcional B97D parece ser el mas ventajoso, teniendo en cuenta la mejor
correlacion con el espectro experimental FTIR. La estructura optimizada (en fase gaseosa)
del complejo VO/Api se muestra en la Figura 4.8. Los datos experimentales
(conductimetria, termogravimetria y andlisis elementales) permitieron confirmar que el
VO/Api tiene so6lo un ligando coordinado con el centro metdlico. A partir de las
determinaciones espectroscopicas, se sugiere que el modo de coordinacion del ligando con
el centro metalico se produce a través de los grupos C=0O y O con coordinacion tipo
“acetilacetona” (véase Figura 1.4A), similar a los complejos de coordinacion de
oxidovanadio(IV) de crisina y morina medidos previamente (Naso et al., 2013, 2010). La
esfera de coordinacion se completa con dos moléculas de agua (determinadas por medidas
termogravimétricas). La estructura optimizada del VO/Api sugiere un complejo
pentacoordinado (véase Figura 1.5A) con geometria piramidal cuadrada distorsionada. Las

longitudes y angulos de enlace mas relevantes alrededor del atomo de vanadio se muestran
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en la Tabla 4.4. Teniendo en cuenta la esfera de coordinacidon alrededor del centro de
vanadio, puede verse que la longitud de enlace V=0 calculada (1,576 A) representa un
valor intermedio entre los valores del V=0 en el complejo bisacetilacetonato (1,56 A)
(Dodge et al., 1961) y el ion hidratado [VO(H,0)s]*" (1,582 A, véase Figura 1.1A)
(Krakowiaka et al., 2012). Ademas, el enlace C=0O de Api se alargd por la coordinacion de
1,253 A a 1,309 A, tal como se esperaba.

Figura 4.8. Geometria optimizada del complejo VO/Api a nivel B97D/6-311++G**. Las
esferas grises representan a los 4tomos de C, las esferas negras representan a los atomos de
O, las esferas blancas representan a los d&tomos de H y la esfera grande de color gris claro

(1) representa el atomo de V.

Tabla 4.4. Longitudes de enlace (A) y dngulos (°) seleccionadas alrededor del vanadio en

el complejo VO/Api calculado a nivel BO7D/6-311++G**.

Longitudes de enlace® | VO/Api Angulos de enlace® VO/Api
V(1)-0(2) 1,576 0(2)-V(1)-O(w1) 99,09
V(D)-O(wl) 2,180 0(2)-V(1)-0O(w2) 111,99
V(1)-0(w2) 2.119 0(2)-V(1)-0(4) 107,40
V(1)-0(4) 1,947 0(2)-V(1-0(5) 112,76
V(DH)-0(5) 1,893

C(5)-0(5) 1,338

C(4)-0(4) 1,309

* para la denominacidn de los atomos ver Figura 4.8.

104



Capitulo 4: Estudios tedricos en el marco de la Teoria del Funcional de 1a Densidad

Dado que el complejo VO/Baic fue optimizado empleando el funcional B3LYP y el
conjunto de bases 6-31G** para los atomos de C, Hy V y 6-31+G** para los atomos de O,
para poder establecer comparaciones, el complejo VO/Api se reoptimizd a este mismo
nivel de célculo. Los resultados de las optimizaciones a este nivel muestran que la longitud
de enlace V=0 en el VO/Api (1,564 A, dato no tabulado) es menor que en el VO/Baic
(1,600 A). Ademas, las simulaciones de los espectros vibracionales muestran que la banda
del estiramiento del V=0 se localiza a frecuencias mas altas en el VO/Api (1115 cm™, dato
no tabulado) que en el VO/Baic (1028 cm™). Esta diferencia puede explicarse teniendo en
cuenta la esfera de coordinacion de cada complejo. La esfera de coordinacion en el
complejo VO/Api esta conformada por los grupos carbonilo y 5-OH deprotonado (C=0, O") o
tipo “acetilacetona” (véase Figura 1.4A). Por el contrario, la esfera de coordinacion en el
complejo VO/Baic involucra los dos grupos OH deprotonados situados en los 4&tomos C5 y C6
del anillo A de las dos unidades de Baic 2 x (O, O’) o tipo “catecol” formando un anillo
quelato (véase Figura 1.4C). El fuerte efecto inductivo que producen los cuatro grupos ArO
coordinados con el centro metalico en el complejo VO/Baic y que puede apreciarse tanto en las
geometrias optimizadas como en las simulaciones de los espectros vibracionales, produciria un
aumento en la longitud del enlace V=0 y el consecuente desplazamiento de la banda de
estiramiento al rojo (a menores nimeros de onda). Esta conclusion se apoya en las mediciones

de los espectros FTIR y EPR.

Complejo Cu/5-HTP: los estudios tedricos de este complejo se realizaron usando el funcional

hibrido B3LYP (Becke, 1993) con el conjunto de bases 6-311G (Krishnan et al., 1980)

mejorado mediante la adicion de funciones de polarizacion. La geometria optimizada del
ligando se empled para construir el complejo Cu/5-HTP. Se realiz6 una investigacion
conformacional de Cu/5-HTP con una geometria cuadrado-plana de coordinacién CuN,O,
(con dos moléculas de aminoidcido N y O donadores) teniendo en cuenta las
conformaciones cis y trans del nitrogeno alifatico y un oxigeno del carboxilato en la esfera
de coordinacion (CuN,O,). Ademas, en los modelos construidos se consider6 la rotacion
alrededor del enlace C2-C3, definido como el angulo diedro C1-C2-C3-C4 (Figura 4.4).
Este dngulo diedro configura la posicion relativa del plano del sistema de anillos del 5-
HTP respecto al plano de la esfera de coordinacion (CuN,0,). Estos célculos se realizaron
en fase gaseosa combinando diferentes funcionales (SVWN y B3LYP) con diferentes

conjuntos de bases (3-21G, 6-31G, 6-31G** y 6-311G**). Para las estructuras resultantes
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de la busqueda conformacional optimizada a nivel B3LYP/6-311**, se realizé el analisis
vibracional al mismo nivel de teoria.

El analisis conformacional y estructural de Cu/5-HTP se llevd a cabo sin ninglin
inconveniente. Los procesos de optimizacion de los diferentes conformeros se llevaron a
cabo empleando diferentes funcionales combinados con diferentes conjuntos de bases. Sin
embargo, solo cinco estructuras convergieron a nivel B3LYP/6-311G** y se confirmoé que
se trataba de estructuras de minima energia (Figura 4.9). Los aspectos geométricos y
energéticos de los cinco conformeros se enumeran en la Tabla 4.5. Los conférmeros 1
(trans) y 2 (cis) son los mas estables y tienen una diferencia energética (AE) inferior a 2
kcal mol” y esta baja diferencia sugiere la coexistencia de ambas especies a temperatura
ambiente. Las poblaciones relativas de estos dos conféormeros se calcularon mediante la
distribucion de Maxwell-Boltzmann a 298,15 K. Los conféormeros 1 y 2 muestran
poblaciones relativas cercanas al 86% y al 14%, respectivamente. Estos resultados llevaron
a seleccionar la estructura de estos dos conférmeros para estudiar sus aspectos geométricos

y vibracionales.

MJ mq Cu5HTP5

Figura 4.9. Estructuras de los cinco conféormeros del Cu/5-HTP optimizados en fase
gaseosa a nivel B3LYP/6-311G**. Los atomos de hidrégeno han sido omitidos por razones
de claridad, las esferas negras representan a los 4&tomos de N, las esferas grises representan
a los atomos de O, las esferas grises claras representan a los atomos de C y la esfera grande

de color gris claro representa el &tomo de Cu.
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Tabla 4.5. Energia y angulo diedro caracteristico C1-C2-C3-C4 (ver Figura 4.4 para la
numeracion de los atomos) para los cinco conférmeros de Cu/5-HTP optimizados en fase

gaseosa a nivel B3LYP/6-311G**.

Configuracién | Angulo , | Poblacion
Conformero Energia® AE

del CuN,O, diedro relativa®
Cu/5-HTP1 trans 179,94 -1984498,35 | 0,00 86,31
Cu/5-HTP2 cis -68,95 -1984497,08 | 1,26 13,69
Cu/5-HTP3 trans 67,53 -1984488,08 | 10,26
Cu/5-HTP4 cis -178,90 -1984486,59 | 11,76
Cu/5-HTP5 cis 21,72 -1984481,40 | 16,94

*Energia calculada a nivel BSLYP/6-311G** y corregida por la ZPE, expresadas en kcal mol ™.
" Diferencia energética respecto del conformero mas estable, expresada en kcal mol™.
¢ Poblacion relativa de los principales conformeros calculada por la ecuacion de Boltzmann, expresada como

porcentaje (%).

El centro metalico en la estructura optimizada de Cu/5-HTP1 tiene una geometria cuadrado-
plana CuN,O, con una disposicion trans de los aminoacidos en el plano ecuatorial,
involucrando los grupos amino y carboxilato terminales de dos moléculas de 5-HTP. Por otra
parte, la estructura optimizada de Cu/5-HTP2 indica que este conformero tiene el ion cobre(1I)
en una geometria cuadrada-plana distorsionada con una disposicion cis de las moléculas de 5-
HTP coordinando también por nitrégeno alifatico y un oxigeno del carboxilato en un entorno
CuN,Os. El complejo Cu/5-HTP1 (trans) es el conformero mas estable, en concordancia con
reportes previos de un complejo emparentado de triptofano con el i6n cobre(Il) (Cu(Trp),)
(Wagner y Baran, 2004). La Figura 4.10 muestra la geometria optimizada de los complejos
Cu/5-HTP1 y Cu/5-HTP2 a nivel B3LYP/6-311G**, incluyendo 4tomos de hidrogeno y
numeros de atomos alrededor del cobre en la esfera de coordinacion. Las longitudes y angulos
de enlace representativos alrededor del &tomo de cobre en ambos conférmeros se muestran en

la Tabla 4.6.
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Figura 4.10. Geometria de los complejos Cu/5-HTP1 (izquierda) y Cu/5-HTP2 (derecha)
optimizados a nivel B3LYP/6-311G**. Las esferas blancas representan a los atomos de H,
las esferas negras representan a los atomos de N, las esferas grises representan a los d&tomos
de O, las esferas grises claras representan a los 4&tomos de C y la esfera grande de color gris

claro representa el &tomo de Cu. Los atomos alrededor del cobre (4tomo 1) estan numerados.

Tabla 4.6. Longitudes de enlace seleccionadas (A) y angulos (°) alrededor del cobre en los
complejos Cu/5-HTP1 y Cu/5-HTP2 calculados a nivel B3LYP/6-311G**.

Longitudes de Angulos de Cu/5-
enlace® Cu/5-HTP1 | Cu/5-HTP2 enlace® Cu/5-HTP1 S
Cu(1)-0(2) 1,904 1,937 0O(2)-Cu(1)-N(3) 84,44 81,99
Cu(1)-O(4) 1,904 1,937 O(4)-Cu(1)-N(5) 84,44 81,99
Cu(1)-N(@3) 2,010 2,042 0O(2)-Cu(1)-N(5) 95,68 173,24
Cu(1)-N(5) 2,010 2,042 0O(4)-Cu(1)-N(3) 95,68 173,24
0(2)-Cu(1)-0(4) 175,44 96,78
N(@3)-Cu(1)-N(5) 176,97 100,00

*Para la denominacion de los atomos ver Figura 4.10.

4.2.3. Evaluacion de las propiedades vibracionales de los complejos.

Complejo VO/Baic: los espectros IR experimental y tedrico (calculados al mismo nivel de

teoria empleado en la optimizacion) del complejo VO/Baic se muestran en la Figura 4.11.

Los datos experimentales y calculados mostraron similitudes razonables, mediante el uso
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de los factores de escala reportados por Merrick y colaboradores (Merrick et al., 2007). Los
resultados de la simulacion utilizando diferentes factores de escala para diferentes regiones
del espectro (frecuencias <1000= 1,0028 y frecuencias >1000= 0,9627). Sin embargo, un
estudio vibracional exhaustivo indicé que el espectro de IR calculado es ligeramente
diferente al experimental. Por ejemplo, la banda a 925 cm™ en el espectro experimental se
asigno al estiramiento V=0 (véase Tabla 3.1), mientras que en la simulacién este modo
vibracional aparece a 1028 cm™ (sin escalar). Esta diferencia podria explicarse por el
hecho de que el espectro FTIR se midi6 en el estado solido en el que la estructura se
somete a interacciones intra e intermoleculares tales como enlaces de hidrogeno e
interacciones de van der Waals, mientras que los calculos para la molécula aislada se han
realizado en fase gaseosa. En este contexto, el andlisis de Distribucion de Energia
Potencial (PED) es una herramienta indispensable para un andlisis serio de los espectros
vibracionales. El andlisis se llevd a cabo utilizando el programa VEDA 4 con el fin de
identificar los componentes mas importantes en cada modo vibracional. Los resultados del
andlisis de PED se muestran en la Tabla A1 del Anexo y los porcentajes de contribucion de

cada modo acoplado para un mismo niimero de onda se indican entre paréntesis.
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Figura 4.11. Espectro IR experimental y tedrico del complejo VO/Baic. Factores de escala:

frecuencias <1000= 1,0028 y frecuencias > 1000= 0,9627.
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Complejo VO/Api: los espectros IR experimental y teorico (calculados al mismo nivel de

teoria empleado en la optimizaciéon, B97D/6-311++G**) del complejo VO/Api se
muestran en la Figura 4.12. Los datos experimentales y calculados mostraron similitudes
razonables, incluso sin el uso de factores de escala. Sin embargo, un estudio vibracional
exhaustivo indicé que el espectro de IR calculado es ligeramente diferente al experimental.
Por ejemplo, la banda a 977 cm™ en el espectro experimental se asigné al estiramiento
V=0 (véase Tabla 3.2), mientras que en la simulacién este modo vibracional aparece a
1045 cm™. Como en el caso anterior, estas diferencias podrian atribuirse al hecho de que el
espectro FTIR se midi6 en el estado solido, mientras que los calculos para la molécula
aislada se han realizado en fase gaseosa. El andlisis de los espectros vibracionales se llevo
a cabo utilizando el programa VEDA 4. Los resultados del andlisis de PED se muestran en
la Tabla A2 del Anexo y los porcentajes de contribucion de cada modo acoplado para un
mismo nimero de onda se indican entre paréntesis. A efectos comparativos, la Tabla A2
incluye datos previamente informados del espectro vibracional de Api calculado al nivel

B3LYP/6-31G(d,p) (escala 0,9608) (Mariappan et al., 2012).
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Figura 4.12. Espectro IR experimental y teorico (optimizados a nivel B97D/6-311++G**)
del complejo VO/Api.
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Complejo Cu/5-HTP: los espectros IR experimentales y tedricos del complejo Cu/5-HTP,

calculados al mismo nivel de teoria empleado en el procedimiento de optimizacion
(B3LYP/6-311G**), se muestran en la Figura 4.13. Los espectros IR teoricos se han
construido sumando los espectros del Cu/5-HTP1 (86%) y Cu/5-HTP2 (14%), atendiendo
al porcentaje de poblacion relativa de estos dos conférmeros calculado por la ecuacion de
Maxwell-Boltzmann (véase Tabla 4.5). Los resultados de la simulaciéon empleando
diferentes factores de escala (Merrick et al., 2007) para diferentes regiones del espectro
(frecuencias <1000= 1,0119 y frecuencias >1000= 0,9682) son ligeramente diferentes de
los datos experimentales. Como en los casos anteriores, estas diferencias podrian atribuirse
al hecho de que el espectro FTIR se midi6 en el estado solido, mientras que los calculos
para la molécula aislada se han realizado en fase gaseosa. El andlisis de los espectros
vibracionales se llevd a cabo utilizando el programa VEDA 4. Los resultados del analisis
de PED para los complejos Cu/5-HTP1 y Cu/5-HTP2 se muestran en la Tabla A3 del
Anexo; los porcentajes de contribucion de cada modo acoplado para un mismo niimero de

onda se indican entre paréntesis.
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Transmitancia (%), u.a.

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numeros de onda (cm™)

Figura 4.13. Espectros IR experimental (negro) del complejo Cu/5-HTP y tedrico (gris) del
Cu/5-HTP1 (86%) y Cu/5-HTP2 (14%) sumados (optimizados a nivel B3LYP/6-311G**).
Factores de escala: frecuencias <1000= 1,0119 y frecuencias > 1000= 0,9682.
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4.3. Conclusiones preliminares

La seleccion de los métodos para los sistemas VO/Api y VO/Baic se realiz6 atendiendo la
relacién costo/beneficio (costo computacional/calidad de los célculos). Para el complejo
VO/Api se selecciond el método B97D/6-311++G** mientras que para el complejo VO/Baic
se selecciond el método B3LYP/6-31G** adicionado de difusas sobre los atomos de
oxigeno. El ultimo método resulta adecuado para sistemas VO/flavonoide con un gran
numero de dtomos como es el caso del VO/Baic.

La optimizacion de los ligandos como instancia previa a la construccion de la geometria de
partida de los complejos facilito la reoptimizacion de los mismos puesto que se parte de
una estructura refinada del flavonoide.

La optimizacion del complejo VO/Baic a nivel B3LYP/6-31G** sugieren que el mismo es
un complejo pentacoordinado con geometria piramidal cuadrada. En el caso del VO/Api, la
optimizacion a nivel B97D/6-311++G** sugiere que se trata de un complejo
pentacoordinado con geometria piramidal cuadrada distorsionada. Para el complejo Cu/5-
HTP se selecciond el método B3LYP/6-311++G** y los calculos sugieren que el
conférmero que tiene una geometria cuadrado-plana CuN,O, con una disposicion frans de los
aminodcidos en el plano ecuatorial (involucrando los grupos amino y carboxilato terminales de
dos moléculas de 5-HTP) es el conformero mas estable (86%), pero que a temperatura
ambiente el conférmero con disposicion cis coexiste en un porcentaje minoritario (14%). En
todos los casos, las optimizaciones fueron satisfactorias y se realizaron los calculos
vibracionales para demostrar que se trata de minimos totales en la superficie de energia
potencial (y no puntos de ensilladura). La determinacion de la geometria y conformacion
mas estable de los complejos estd en concordancia con los datos experimentales de
caracterizacion estructural de los mismos.

Las simulaciones de los espectros vibracionales de infrarrojo coinciden de manera
aceptable con los datos experimentales, lo que sugiere con un alto grado de probabilidad
que dichas estructuras optimizadas se corresponden con las geometrias de los complejos en
estudio. Ademas, los calculos vibracionales sirven de soporte a las asignaciones tentativas
de las diferentes bandas en el espectro FTIR experimental. Las diferencias encontradas
entre los espectros tedricos y experimentales pueden ser bien explicadas teniendo en cuenta
que los célculos se realizan con una molécula aislada y en fase gaseosa mientras que los
espectros experimentales se miden en el estado sélido (afectado por las interacciones inter
e intramoleculares). Para el caso particular del modo de estiramiento del enlace V=0, si

bien las frecuencias de estiramiento calculadas difieren de las medidas, se observa el
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comportamiento esperado por su coordinacion con diferentes grupos funcionales de los
flavonoides. Las longitudes de enlace calculadas para V=0 en VO/Baic de 1,60 A y en
VO/Api, de 1,576 A, en acuerdo con el corrimiento esperado para los modos de
estiramiento V=0 sin escalar (1028,35 cm’! y 1045,49 cm’l, respectivamente), indican que
la esfera de coordinacion propuesta para cada complejo coincide con la esfera determinada

a través de las medidas usando diferentes técnicas experimentales.
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Anexo

Tabla Al. Frecuencias (sin escalar y en cm™) y porcentaje de contribucion de PED (>10%) del

complejo VO/Baic calculado empleando el funcional B3LYP y el conjunto de bases 6-

31G** para los atomos de C, Hy V y 6-31+G** para los atomos de O.

Complejo VO/Baic

Frecuencias Asignaciones PED® (>10%) Frecuencias Asignaciones PED® (>10%)
3737,00 vOH (98) 984,89 FHCCC (78) + yHCCC (78)
3736,99 vOH (98) 974,82 vOC (48)
3650,27 vOH (99) 972,92 vOC (46)
3232,19 vCH (97) 962,34 7HCCC (65) + yCCCC (15)+

yHCCC (69)
3232,18 vCH (97) 946,98 vCC (11)
3226,50 vCH (99) 940,59 5CCO (13)
3226,49 vCH (99) 940,27 vCC (11) + 3CCO (13)
3225,05 vCH (87) + vCH (12) 916,71 5COC (11)
3207,89 vCH (82) 912,57 THCCC (75)
3207,88 vCH (12) 912,54 THCCC (74)
3182,83 vCH (88) 910,20 tHOCC (28)
3182,78 vCH (88) 903,09 tHOCC (17)
3168,30 vCH (13) + vCH (78) 902,46 THOCC (13)
3153,70 VvCH (84) 883,57 vCC (18)
3153,69 vCH (11) 854,31 THCCC (76) + tHCCC (15)
3134,86 vCH (96) 838,45 THCCC (73) + xCCCC (19)
3119,48 vCH (95) 838,35 THCCC (20) + xCCCC (16)
3119,47 vCH (95) 814,04 vOC (16)+vOC (17)
3107,58 vCH (99) 805,26 THCCC (73)
3107,56 vCH (99) 805,24 7OCCC (10)
3066,62 vCH (95) 775,37 THCCC (20) + xOCOC (14)
3066,56 vCH (95) 773,43 THCCC (34)
3046,78 vCH (80) 756,81 vCC (16) + 8CCO (10)
3046,75 vCH (80) 755,53 vCC (13)
3004,88 VvOH (81) + vCH (15) 733,33 §0CO (26) + xOCOC (16)
1681,06 vCC (68) 733,25 50CO (26)
1678,53 vCC (69) 729,95 7CCCC (54)
1652,54 vCC (47) 725,80 6CCO (19)
1652,24 5CCC (11) 699,41 THCCC (27) + tCCCC (20)

(continua en la siguiente pagina)

114




Capitulo 4: Estudios tedricos en el marco de la Teoria del Funcional de la Densidad

Tabla Al. (Continuacion)

1626,64 vCC (33) + vCC (10) 682,92 7OCCC (14)

1626,07 vCC (10) +vCC (12) 682,42 TCOVO (10)

1610,89 vCC (46) 664,07 5CCO (12)

1609,23 vCC (29) + vCC (10) 662,96 3CCO (16)

1585,67 SHOC (81) 638,57 vCC (16)

1585,61 SHOC (81) 638,28 #CCOC (36)

1539,89 vCC (37) + SHCC (12) 638,13 7CCOC (40)

1533,67 vCC (15) 632,36 3CCC (10)

1533,64 SHCC (41) 632,33 3CCC (67)

148434 SHCC (49) 615,60 7OCCC (14) + yOCCC (28)

1467,66 SHOC (62) + SHCO (28) 614,93 7OCCC (40)

1466,78 SHOC (63) + SHCO (29) 600,36 5CCO (17)

1448 36 vCC (50) 588,77 THCCC (18) + xCCCC (11)

1436,94 SHCO (15) 581,00 THOCC (18) + tTHOCC (37)

1436,92 THCOC (22) 580,51 THOCC (38)

142334 SHCO (46) 566,56 3COC (10)

140121 SHCO (49) 564,63 7HOCC (11)

1401,12 SHCO (50) 550,13 8CCO (11) + yHOCC (15)

1394,75 vOC (17) 545,96 vOC (13) + yHOCC (12)

1394,17 vOC (17) + SHCC (12) 539,79 5CCO (13)

138831 vOC (56) 526,11 3CCC (13)

1381,63 SHCC (11) 511,42 3COV (13)

1381,43 SHCC (11) + 8HCO (11) 49935 3CCC (10)

1372,43 THCOH (14) 499,15 3CCC (12)

1372,33 THCOH (14) 490,59 5COC (11)

1365,85 vCC (11) +vOC (13) 47131 TCCCC (11) + 7CCOC (10)

1364,78 vCC (26) + HCC (13) 468,61 TCCCC (10)

1364,37 SHCC (14) 430,87 5CCO (23)

1354,95 vCC (30) 424,97 50CO (14)

135430 vCC (15) 415,11 TCCCC (29)

1351,84 SHCO (40) + tHCOC (12) 414,97 THCCC (12) + tCCCC (10) +
1CCCC (11)

1351,48 SHCO (40) + tHCOC (11) 409,30 3CCO (48)

1345,22 SHCO (19) + yCCCH (16) 407,57 5CCO (49)

1343,75 #CCCH (15) 405,87 TCOVO (11)

1330,39 vCC (32) 390,87 50CO (12) + tCOVO (19)

1330,08 vCC (32) + SHCC (21) 372,86 3CCO (15)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla Al. (Continuacion)

1310,62 vCC (52) 360,07 3CCC (17)

1305,51 SHCO (21) 349,65 3CCC (20)

1299,81 vCC (16) 346,67 5CCO (11) +CCO (21)

1294,02 SHCO (10) + tHCOC (30) 337,83 50CC (13)

1293,84 THCOC (30) 317,27 5CCO (22)

1261,44 SHCC (30) 304,61 TCCCC (21)

1260,78 SHCC (30) 271,62 50VO (42)

1246,60 SHOC (14) + SHCO (12) 267,16 TCCOC (12) + xCCOC (23)

1246,58 SHCO (11) 266,31 7CCOC (25)

1237,61 vCC (10) +vCC (12) 255,78 OO0V (17)

1235,78 vCC (32) 225,13 50VO (13)

1209,19 SHCC (17) 204,62 3CCO (23)

1207,18 SHOC (15) 201,99 3CCO (24)

1205,49 vCC (14) 174,71 OO0V (11)

1205,37 vCC (14) + SHCC (64) 168,34 TCCCO (10) + tOCCC (10)

1181,27 SHCC (53) 128,68 3COC (14)

118121 SHCC (53) 126,56 TCCOC (18)

1177,27 SHCC (60) 117,00 5CCO (13)

1176,92 SHCC (54) 111,11 TCCOC (40)

1145,92 vOC (17) 107,71 TCCOC (33)

1145,85 vCC (12) + vCC (11) 93,08 5CCO (11)

1134,52 vOC (10) + vOC (21) 80,56 TCCOV (14)

1122,64 vOC (31) + 6HOC (10) 78,55 TCCOC (14)

1120,04 vOC (23) 73,61 5CCO (11) + tCCOC (16)

1108,68 SHCC (12) + oHCC (11) 71,36 5CCO (24)

1108,66 vCC (12) + SHCC (12) + OHCC (11) | 64,33 TCOCC (15)

1098,64 vCC (10) 53,01 5CCO (13) +oCCO (11)

1098,18 vCC (10) 51,48 TCCCO (54)

1091,66 vOC (19) 36,14 TCOVO (12) + tCOCC (11)

1091,19 vOC (18) 34,24 vVO (10) + tCOCO (16) +
1CCOC (11)

1075,65 vOC (18) 29,09 TCCCO (41)

1075,64 vOC (16) 24,57 TCCCO (47)

1064,00 vOC (62) 23,85 TCCCO (20) + tCCOC (15)

1063,96 vOC (64) 22,81 TCCCO (12) + tCCCO (27)

1055,65 vCC (37) + SHCC (25) + vCC (38)+ | 20,20 TCOCC (15)

SHCC (20)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla Al. (Continuacion)

1043,82 vOC (11) 15,82 TCCOC (27)

1042,28 vOC (12) + SHCC (12) 14,91 tCCOC (24) + tCCOV (13) +
TCOVO (11)

1028,35 wWO (95) 10,00 TCCOV (11)

1011,32 vCC (12) +vCC (23) + 5CCC (57) | 9,46 S0OVO (25) + tCCOV (42)

1002,91 3CCO (16) 6,77 TCOVO (54)

*Porcentaje de contribucién PED tomado del VEDA4. v:

T: vibracion de torsion; y: flexion fuera del plano.

vibracién de

estiramiento; &: vibracion de flexion;

Tabla A2. Frecuencias (sin escalar y en cm™) y porcentaje de contribucion de PED (>15%) del

complejo VO/Api calculado a nivel B97D/6-311++G**. Comparaciéon con los datos
reportados para el ligando Api calculado a nivel B3LYP/6-31G(d,p) (escala 0,9608)
(Mariappan et al., 2012).

Espectro vibracional del complejo VO/Api Espectro vibracional del ligando Api
Frecuencias | Asignaciones PED® (>15%) Frecuencias | Asignaciones TED® (>10%)
3738,33 vOH (100) O(7)-H*
3734,00 vOH (100) O(4’)-H*
3719,93 vOH (97) O(w2)-H*
3682,33 vOH (94) O(w1)-H" 3672 vOH(100)
3182,50 vCH (97) 3668 vOH(100)
3167,38 vCH (100) 3119 vCH(100)
3155,79 vCH (91) 3111 vCH(100)
3141,51 vCH (15) 3105 vCH(97)
3140,11 vCH (77) 3088 vCH(100)
3125,23 vCH (100) 3086 vCH(89)
3108,73 vCH (94) 3081 vCH(84)
3050 vCH(85)
3049 vOH(99)
1628,67 SHOH (85) H-O(w1)-H" 1652 vOC(27) +vCC(11)
1615,76 vCC (44) Anillo A® + Anillo C° 1610 vOC(19) +vCC(17)
1608,86 vCC (63) Anillo B 1599 vOC(40) + vCC(27)
1605,07 SHOH (87) H-O(w2)-H" 1587 vCC(46) + vOC(10)
1563,67 vCC (46) Anillo B 1576 vCC(49) + 3HOC(21)
1506,92 SHCC (27) 1563 vCC(56) + 3HOC(11)
1500 SHCC(18) + vCC(9)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla A2. (Continuacion)

1462,73 vOC (25) O(4)-C(d)° + O(5)-C(5)° + | 1486 SHCC(41) + SBHOC(13)
O(7)-C(7)
1439,83 vCC (31) + SHCC (18) 1450 SHCC(17) + vOC(10) +
3CCC(11)
1410,39 vCC (20) 1424 SHCC(36) + vCC(12) +
SHOC(11)
1418 SHOC(29) + SHCC(11)
1364,99 vCC (17) + SHOC (18) H-O@’)- | 1379 vCC(21) + SHOC(12)
c@)
1323,88 3CCC (15) 1342 vOC(42) + vCC(13)
1312,26 SHCC (25) 1330 SCOH(28) + SHCC(29)
1305 SHCC(31) + vCC(26)
1294,58 vCC (56) 1281 SCCC(21) + vCC(17)
1244,87 SHCC (34) 1272 vOC(28) + SHCC(22)
1218,07 SHOC (39) H-O(7)-C(7)° 1249 SHCC(20) + vCC(22)
1231 vCC(17) + vOC(13)
1216 vCC(23) + BHOC(11) +
SHCC(10)
1182,38 SHCC (46) 1161 SHOC(19) + SHCC(15)
1173,65 SHOC (29) H-O(@’)-C(@’)° + 6HCC | 1159 SHCC(59)
(30)
1150,27 SHCC (43) 1152 SHCC(41) + vOC(28)
1123,29 5CCO (23) C(3)-C(2)-0(1)° + C(10)- | 1136 SHCC(57) + SHOC(20)
C(9)-0(1)° + C(8)-C(9)-O(1)°
1113,39 SHCC (37)
1085,08 vOC (47) O(1)-C(9)° 1098 SHCC(36) + SHOC(30)
1045,49 wWO (96) V(1)-0Q2)° 1087 vOC(23) + 6CCO(16)
1083 vOC(26) + 3CCC(11)
1009 SHCC(31) + vCC(27)
968,29 vOC (19) O(1)-C(2)* 988 SHCC(17) + 9CCC(12) +
vCC(10)
953,49 THCCC (30) 958 3CCC(18)
918,54 THCCC (76) 936 8CCC(52) + vCC(12)
908 THCCC(65) + tCCCC(14)
829,02 THCCC (64) 884 vCC(26) + vOC(21)
815,56 vCC (32) Anillo B° 858 THCCC(52) + tCCCC(16)
803,22 THCCC (66) 825 THCCC(30)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla A2. (Continuacion)

815 THCCC(56)
809 THOCC(83)
808 THCCC(59)
784,79 THCCC (34) 784 THCCC(77)
757,52 5CCO (48) C(3)-C(4)-0(4)° + C(6)- | 741 THCCC(65) + yOCCC(13)
C(5)-0(5)° + C(3)-C(2)-O(1)°
730,72 TCCCC (56) 716 THCCC(42) + yCCCC(16)
711 THCCC(59) + tCCCC(11) +
yOCCC(12)
704 SCCC(17) + yOCCC(14)
699,47 wWO (20) V(1)-0(5)° 666 yOCCC(22)
673,16 SHOV (63) 645 SCCC(12) +6COC (11)
636,13 3CCC (42) 635 yHOC (37) + tHCCC(26)
630,10 SHOV (42) 626 yCCOC(35) + yOCCC(10)
617,61 3CCC (19) 618 yCCOC(32) + tTHCCC(13) +
yOCCC(12)
611 5CCO(23) + 50CC(12)
591 yOCCC(67)
561 3CCC(79)
547 3CCC(29) + vCC(10) + vOC(11)
493,86 #CCCC (25) 499 yCCOC(36) + yOCCC(23)
409,70 3CCC (15) 494 SOCC(21) + 5CCC(20)
405,33 wWO (20) V(1)-O(w2)* 475 5COC(22) + 5CCC(19) +
50CC(10)
425 3CCC(39)
403 yCCCC(27) + tCCCC(21)
392,76 THOCC (95) H-O(7)-C(7)-C(8)° 398 3CCO(13)
389,76 3CCO (15) C(6)-C(7)-0(7)° 369 yOCC(55) + yHCC(11)
352,53 WO (39) V(1)-O(wl)° + tHOVO | 362 yCCCC(51) + tHCCC(18)
(20)
336,11 THOVO (50) 345 THOCC(94)
318,82 #CCCC (58) 339 5CCC(28) + 6COC(11) +
50CC(13)
318 3COC(40)
289,97 TCCOC (24) 274 TCCCC(26)
285,08 3CCO (27) C(8)-C(9)-0(1)° 249 tCCCC(14) + 8CCO(11)

(continua en la siguiente pdagina)
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Tabla A2. (Continuacion)

274,70 wWO (16) V(1)-O(w2)c + wWO (19) | 237 TCCCC(30)
V(1)-0(5)c

257,69 TCCOV (19) + tCCOV (15) 226 vOC(19) + tCCCC(10)

248,78 50VO (20) O2)V(1)0@)° 214 tCCCC(63) + yOCCC(15)

208,08 THOVO (72)

177,43 TCCCC (35) 171 TCCCC(48)

137,88 50VO (33) OW2)V(1)OR)" 114 TCCCC(27)

128,17 50VO (17) OWI)V(1)OR)® 103 tCCCC(39) + 1COCC(11)

92,63 7OOOV (42) 77 SCOC(41) + 5CCC(10)

71,82 3CCC (36) 42 TCOCC(38) + tTCCCC(18)+
yOCCC(11)

44,49 TCCOV (29) + tCCOV (33) 30 TCOCC(36)

32,10 TCCCC (18)

23,07 TCCOC (34)

*Porcentaje de contribucion PED tomado del VEDA4. v: vibracion de estiramiento; 8: vibracion de flexion;

vibracion de torsion; y: flexion fuera del plano.

b Porcentaje de Distribucion de Energia Total (TED) tomado del reporte de Mariappan y colaboradores (2012) e

incluido en esta tabla con fines comparativos. v: vibracion de estiramiento; §: vibracion de flexion; t: vibracion

de torsion; y: flexion fuera del plano.

¢ Para la denominacion de los atomos ver Figura 4.8.

Tabla A3. Frecuencias (sin escalar y en cm™) y porcentaje de contribucion de PED (>10%) de

los complejos de Cu/5-HTP1 y Cu/5-HTP2 calculadas a nivel B3LYP/6-311G**.

Cu/5-HTP1 Cu/5-HTP2

Frecuencias Asignaciones PED® (>10%) Frecuencias Asignaciones PED® (>10%)
3833,98 vOH (92) 3835,41 vOH (98)

3833,98 vOH (92) 3835,35 vOH (98)

3674,87 VNH (97) 3649,57 VNH (95)

3674,87 VNH (97) 346821 VNH (98)

3540,08 VNH (85) 3467,32 VNH (98)

3539,82 VNH (15) + vNH (85) 3199,90 VCH (77) + vCH (10)
3450,13 VNH (15) + vNH (85) 3199,90 vCH (10) + vCH (77)
3449,01 VNH (85) 3139,71 vCH (90)

3233,91 vCH (99) 3139,62 vCH (90)

3233,89 vCH (99) 3084,33 vCH (88)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla A3. (Continuacion)

3198,69 vCH (85) 3084,30 vCH (83)

3198,68 vCH (85) 3069,55 vCH (97)

3153,41 vCH (86) 3026,30 vCH (86)

3153,41 vCH (86) 1770,06 vOH (83)

3086,96 vCH (86) + vCH (13) 1664,70 vCC (33)

3086,67 vCH (11) + vCH (81) 1636,07 SHNH (79)

3075,15 vCH (13) 1623,09 vCC (44) + 3CCC (10)

3075,11 vCH (13) 1622,92 vCC (44)

3023,68 vCH (97) 1574,47 vCC (45)

3023,35 vCH (12) 1517,59 vCC (35)

177931 vOC (85) 1498,00 SHCC (14)

1669,56 vCC (11) 148840 SHCH (81)

1669,37 vCC (11) 148830 SHCH (80)

1643,60 SHNH (80) 1461,10 SHNC (28)

164335 SHNH (80) + tHNCC (18) 1461,02 SHNC (27)

1629,90 vCC (16) 1388,82 SHCC (14) + tHCCC (18)

1580,72 vCC (48) + SHCC (11) 1372,43 SHCC (10) + tHCCC (24)

1524,80 vCC (44) 1356,24 vOC (11)

1498,94 SHCC (33) 1340,48 VNC (24)

1482,08 SHCH (84) 1340,33 vNC (21)

1482,00 SHCH (84) 1309,98 vOC (38)

1450,14 SHNC (37) 1301,34 vOC (45) + SHCC (19)

1450,03 SHNC (35) 1279,99 SHCC (18) + SHCC (11)+ 6HCC
17)

1387,07 vCC (39) + oHOC (15) 1279,58 SHCC (19)

1381,23 THCCO (53) 1242,48 SHCC (17) + SHCC (14)

1378,64 THCCO (43) 1241,70 VNC (11) + vOC (22)+ SHCC (14)

1367,37 THCCO (10) 1192,71 SHCC (48)

1367,00 SHCC (12) 1191,91 SHOC (53)

1354,14 SHCC (13) + tHCCC (33) 1191,04 SHCC (40)

1336,09 VNC (22) 1190,51 SHOC (52)

1316,51 vOC (47) 117731 THCCC (15)

1312,82 SHNC (10) 1175,22 SHNC (42)

1283,97 SHCC (37) 1149,94 SHCC (18)

1272,79 SHCC (34) 1149,90 vCC (11) + vNC (10)+ 6HCC (34)

+ §HCC (13)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla A3. (Continuacion)

1257,60 SHNC (13) + SHCC (15) 1127,28 SHCC (10) + SHCC (17) + tHNCC
(10)

1257,34 SHNC (11) 1126,53 VNC (12)+ SHCN (12) + SHCC
21)

1253,04 THCCC (10) 1119,04 SHNH (13)

1252,79 vCC (32) 1064,43 SCCC (11) + 6CCC (14)

1236,79 vCC (24) 1064,25 3CCC (15)

1236,27 vNC (19) 966,19 SHCC (14)

1194,60 SHOC (55) 962,66 vCC (10)

1194,23 SHOC (54) 940,75 THCCN (82)

1154,20 SHNC (18) 918,05 vCC (37)

1146,15 vCC (13) + SHCC (42) 881,31 vCC (11) + 50CO (15) + tHCCC
(10)

1145,08 vCC (10) 878,13 vCC (10) + 30CO (17)

1119,20 SHNH (11) 848,03 THCCC (60)

1116,08 vNC (10) + SHCC (20) 833,90 SHCC (13)

1111,85 THNCC (15) 818,01 THCCC (50) + tCCCC (17)

1053,62 vNC (21) 817,50 THCCC (23) + tHCCC (15)

976,33 vCC (27) + SHNC (11) 805,08 THCCC (58)

974,59 vCC (26) + SHNC (12) 804,27 vCC (12)

934,81 THCCN (86) 771,41 SCNC (12) + 5CNC (12)

934,81 THCCN (82) 771,06 vCC (14) + 3CNC (13)

919,37 vOC (14) + vCC (31) 736,17 TCCCC (41)

871,80 VNC (27) + tHCCC (12) 735,86 #CCCC (51)

870,24 THCCC (13) 724,34 7OCOC (31)

846,70 vCC (11) 714,99 7OCOC (30)

846,06 3CCC (13) 681,38 SNCC (17) + tHNCC (12)

830,22 THCCC (81) 653,65 TCCCC (15)

830,09 THCCC (78) 650,45 7OCCC (52)

816,74 THCCC (59) 615,29 TCCCC (24)

813,52 THCCC (22) + tHCCC (11) 615,06 THCCN (15)

796,55 THCCC (56) 593,49 vCC (16)

770,53 SCNC (13) + 5CNC (11) 510,92 3CCC (16)

754,63 tCCCC (19) + tCNCC (10) 475,78 THNCC (64)

754,52 TCCCC (20) + TCNCC (10) + xCCCC | 460,76 3CCC (21)

(26)
736,31 7OCOC (19) 460,74 3CCC (22)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla A3. (Continuacion)

725,18 7OCOC (22) 43381 50CO (11)

693,15 7OCOC (22) 388,97 vCuO (36)

692,99 vCC (11) + xOCOC (17) 383,02 3CCO (25)

679,49 THNCC (65) 381,46 3CCO (33)

653,04 TCCNC (20) 371,75 3COCu (10) + 3CCO (22)

652,37 TCCNC (10) 326,00 vCuO (17) + 6COCu (23)

577,94 3COCu (12) 316,81 THOCC (69)

572,31 5CCO (10) 315,87 3COCu (12)

505,84 SCCC (10) + 6CCC (28) 313,92 7CCNC (13)

505,28 3CCC (30) 308,77 THOCC (94)

483,28 vCuO (10) + 5CCO (49) 275,82 3CCC (10)

474,17 5CCO (25) + 5CCO (15) 263,72 vCuO (21)

461,03 3CCC (15) 231,99 vCuO (28) + 5CCN (38)

458,97 VNC (10) + 8CCC (15) + 3CCC (17) | 207,83 SCCC (11) + CNCC (14) +
1CCOCu (15)

44422 7HNCC (11) 186,95 TCNCC (11)

432,08 7CCNC (59) 171,44 TCCOCu (39)

429,04 7#CCCC (46) 165,09 TCCNC (30) + tCCCC (10)

408,46 vCuO (26) + THNCC (16) 159,04 TCCCC (34)

388,03 ZNCCC (18) 158,91 30CuO (31) + 1CCOCu (12)

376,09 5CCO (37) + tHNCC (13) 137,45 SCCC (21) + 8CCC (14)

363,41 TCCCC (12) 134,32 SCCC (17) + 50CuO (17)

338,27 5CCN (42) 74,69 3CCC (16) + 1CCOCu (16)+
tCCCC (10) + 1CCOCu (14)

325,52 5CCO (11)+ tHOCC (49) 64,87 TCCCO (29) + tCCCO (10)

322,58 THOCC (93) 54,08 TCCCC (43)

319,42 5CCO (11) 40,03 TCCOCu (14) + tCCO (56)

293,62 3CCO (10) 38,61 tCCOCu (17) + tCCOCu (43)

228,06 5CCC (12) + 5CCN (10)+ SNCC (10) | 23,74 TCCCC (13) + tCCCC (34)

224,58 SNCC (10) + 5CCC (10) 19,24 TCCOCu (10) + tCCO (58)

213,30 50Cu0 (36)

178,06 3CCC (36)

174,14 3CCC (52)

153,52 TCCCC (57)

153,02 TCCNC (54)

86,06 TCCCN (41)

66,56 SCCC (18) + xCCCC (15)

(continua en la siguiente pagina)
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Tabla A3. (Continuacion)

60,89 TCOCuO (31) + yCCCC (10)
5437 SCCC (11) +7CCCO (24)
38,72 TCCCO (17) + tCCCC (14)
20,61 TCCCC (67)

7,77 8CCO (11) +tCCCO (71)
7,44 TCCCO (59)

*Porcentaje de contribucion PED tomado del VEDA4. v: vibracion de estiramiento; 8: vibracion de flexion;

vibracion de torsion; y: flexion fuera del plano.
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El desarrollo de un nuevo medicamento desde la idea original hasta el lanzamiento del
producto al mercado es un proceso complejo, largo y costoso. Un programa de descubrimiento
de farmacos (drug discovery) se inicia porque hay una enfermedad o condicion clinica sin
productos médicos adecuados disponibles lo que constituye una necesidad clinica no
satisfecha. Se realiza una busqueda intensiva para encontrar una molécula (candidato) que se
estudiara en fase preclinica y posteriormente en fase clinica para dar lugar a un medicamento
(Hughes et al., 2011). El drug discovery muchas veces implica el uso de animales de
experimentacion en las etapas preclinicas para caracterizar las propiedades biologicas y
toxicologicas de la molécula. No obstante, se propusieron varias alternativas a las pruebas con
animales para superar los inconvenientes asociados a las mismas. Actualmente se estd
aplicando una estrategia conocida como regla de las 3 R (reduccion, refinamiento y reemplazo)
para el uso de animales de laboratorio (Doke y Dhawale, 2015). Los métodos que derivan de la
aplicacion de dicha estrategia proporcionan una alternativa util al uso de animales para ensayar
un gran nimero de sustancias quimicas en las primeras etapas del drug discovery. En este
contexto, la determinacion de las propiedades biologicas in vitro de moléculas nuevas y el
estudio de su perfil toxicologico (evitando el uso de animales) resultan de gran importancia en

el disefio de moléculas nuevas.

5.1. Medidas de actividades antioxidantes.

Como fue mencionado en la parte introductoria (véase seccion 1.2.2), las especies reactivas del
oxigeno (EROs) se producen continuamente en los seres vivos como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno. Estas especies incluyen iones de oxigeno, radicales libres y
perdxidos y, en exceso, pueden dafar significativamente a las estructuras celulares, lo que se
conoce como estrés oxidativo. Si bien en los organismos existen mecanismos de defensa
contra los EROs que incluyen enzimas y pequefias moléculas antioxidantes, el consumo de las
sustancias naturales conocidas como polifenoles contrarresta la accion de los radicales libres.
Dada las caracteristicas de los flavonoides como reconocidos agentes antioxidantes (Kasprzak
et al., 2015; Selvaraj et al., 2014) y en conocimiento que tanto el V(IV) como el Cu(Il) se
reconocen en los sistemas biologicos por actuar en sendos procesos de Oxido-reduccion, se
procedid al estudio de las capacidades antioxidantes de los complejos obtenidos. En ese

sentido, los EROs superoxido, peroxilo e hidroxilo fueron seleccionados para medir el poder
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secuestrante de los compuestos atendiendo su relevancia bioldgica y el desarrollo de
enfermedades asociadas. La actividad antirradicalaria empleando el radical sintético DPPH®
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil) se determin6 con fines comparativos, debido a la amplia
utilizacion de dicho ensayo en diferentes grupos de investigacion.

Para todos los ensayos se determinaron las actividades antioxidantes de los cationes metalicos

VO™ y Cu™, ligandos y complejos de coordinacion.

5.1.1. Capacidad secuestrante sobre radicales DPPH® (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil).

En la seccion experimental fueron detallados los métodos utilizados en las determinaciones
antioxidantes. En esta seccion se mencionan brevemente las medidas finales realizadas, y se
muestran y discuten los resultados obtenidos.

La capacidad antioxidante de los compuestos frente al radical DPPH® se midi6 empleando el
método de Yamaguchi et al. (Yamaguchi et al., 1998). El DPPH® es un radical libre estable,
que disuelto en metanol posee color violeta. Cuando el compuesto en estudio tiene actividad
antioxidante, reduce el radical y ocasiona una disminucion del color que puede cuantificarse

espectrofotométricamente y se expresa como porcentaje del basal (100%).

Complejo VO/Baic: el ligando Baicalina (Baic) y el complejo NasVO(Baic),].6H,O

(VO/Baic) mostraron una actividad antioxidante similar y pudieron secuestrar el 95% del
radical DPPH® a una concentracion 50 uM (Figura 5.1). La capacidad depuradora de
radicales libres y las actividades antioxidantes de los cuatro flavonoides principales
presentes en las raices de Scutellaria baicalensis Georgi (baicaleina, baicalina, wogonina y
wogonosido) fueron estudiados previamente en diferentes sistemas (Gao et al., 1999). Gao
et al. determinaron que los flavonoides baicaleina y baicalina son mucho mas efectivos en
la depuracion del radical DPPH® que los flavonoides wogonina y wogondsido con valores
de I1Cso de 24 y 32 uM, respectivamente, pero menos efectivos que la quercetina (ICso= 10
uM) (Gao et al., 1999). Estos datos coinciden con los resultados obtenidos para Baic. La
estructura principal de los flavonoides estd compuesta por el nicleo flavan (2-fenil-1-
benzopiran-4-ona) que contiene 15 dtomos de carbono dispuestos en 3 anillos llamados A,
B y C con el oxigeno como heteroatomo en el anillo C (véase Figura 1.2). Como se
menciono en el capitulo de introduccion, la Baicalina no tiene sustituyentes OH en el anillo
B, ni en la posicion 3 del anillo C. Para este flavonoide las sustituciones se producen en las

posiciones 5 (OH), 6 (OH) y 7 (resto glucuronido) del anillo A (véase Figura 1.6) y para el
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complejo el doble enlace C(2)-C(3) en resonancia con el grupo C=0 sin coordinar del

ligando seria el sitio responsable de su actividad reductora.

100 -+

[ RVerad
[ Baic
I VO/Baic

80 -

% Basal

40 -

20 A

5 10 25 50 100
Concentracion uM

Figura 5.1. Efecto de VOCL.H,O (VO™), Baicalina (Baic) y complejo
Nay[VO(Baic),].6H,0 (VO/Baic) en la reduccion de la concentracion de DPPH®.

Complejo VO/Api: tanto el ligando Apigenina (Api) como el complejo [VO(Api)(H20),]C1

(VO/Api) fueron capaces de capturar solamente el 3% y 16% de los radicales DPPH®,
respectivamente (Figura 5.2) a una concentracion 100 uM. Majewska et al. estudiaron la
capacidad secuestrante de los radicales DPPH® de dos grupos de flavonoides: flavonoles
(quercetina, ramnetina e isoramnetina) y flavonas (apigenina y luteolina). El orden de
actividad determinado en este estudio fue quercetina > luteolina > ramnetina >
isoramnetina > apigenina, siendo la luteolina veinte veces mas potente que la apigenina
(Majewska et al,, 2011). Yi et al. reportaron actividades comparables entre luteolina y
quercetina y una actividad de luteolina diez veces superior a apigenina. Estos autores
explicaron dicha diferencia teniendo en cuenta el nimero de grupos hidroxilo en el anillo
B, que contribuye en gran medida a las potencias antioxidantes de los flavonoides. El
anillo B de luteolina tiene grupos OH en la posicion 3’ y 4°, mientras que el de apigenina
tiene solo un grupo en posicion 4' (véanse Figura 1.2 y Tabla 1.1). Esto explica el hecho
que la luteolina se oxide mas facilmente y presente una mayor capacidad de eliminacion de
radicales. La gran brecha de actividad entre luteolina y apigenina sugiere que el grupo OH

en posicion 3' es especialmente esencial para la potencia antioxidante de este flavonoide, y
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que sus grupos o-dihidroxi tienen mejores propiedades de donacion de electrones para

formar cetonas después de eliminar los radicales (Yiet al., 2013).

100 -

. VO™
1 Api
80 - B VO/Api

60 -

% Basal

40 -

20 A

5 10 25 50 100
Concentracion uM

Figura 5.2. Efecto de VOCL.H,0 (VO*"), Apigenina (Api) y complejo [VO(Api)(H20),]C1
(VO/Api) en la reduccion de la concentracion de DPPH®.

Complejo Cu/5-HTP: el ligando 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y el complejo [Cu(5-
HTP),].H,O (Cu/5-HTP) fueron capaces de depurar el 89,4 y 91,3% del radical DPPH® a

concentracion 25 u M (Figura 5.3) lo que sugiere una muy buena actividad antioxidante.
Siddhuraju et al. reportaron una excelente actividad secuestrante del 5-HTP, incluso mejor
que la quercetina y que los antioxidantes sintéticos BHA (butilhidroxianisol) y BHT
(butilhidroxitolueno), y lo explicaron por la presencia del grupo OH que contribuye a la
capacidad donadora de hidrogeno del mismo (Siddhuraju y Becker, 2003) (véase Figura
1.8).
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Figura 5.3. Efecto de CuCL.2H,O (Cu®"), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y complejo [Cu(5-
HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en la reduccion de la concentracion de DPPH®.

5.1.2. Poder secuestrante de especies reactivas del oxigeno (superoxido, peroxilo e hidroxilo).

Para determinar la capacidad de los compuestos de dismutar el anion superoxido (0,*) se
empled un método no enzimatico (Kuo et al., 2001). Los compuestos con actividad SOD-simil
inhiben la reduccion del nitroazul tetrazolio (NBT) de color amarillo a azul de formazan por el
anion O,°". Los resultados se expresan como ICsy que es la concentracion del compuesto en
estudio que produce un 50 % de inhibicion (Patel et al., 2011). Para determinar la capacidad de
los compuestos de secuestrar al radical peroxilo (ROO®) se empled un método
espectrofotométrico utilizando piranina. El radical ROO® reacciona con la piranina
ocasionando una disminucién inmediata del color verde de la misma. Los resultados se
presentan como valor de fase lag (en minutos) en funcién de la concentracion de los
compuestos. La fase lag se define como el retraso en el consumo de piranina ocasionado por
las sustancias que pueden depurar el radical ROO® (Hapner et al., 2010). Para determinar la
capacidad de los compuestos de secuestrar el radical OH® se empled un método
espectrofotométrico (Moorhouse et al, 1987). Los radicales OH® reaccionan con la
desoxirribosa, que en condiciones 4cidas, reacciona con el 4cido tiobarbitirico para dar un
cromégeno. Los agentes antioxidantes inhiben la degradacién de la desoxirribosa porque

compiten con la misma por el radical OH®.

Complejo VO/Baic: mientras que el ligando Baic no mostré actividad SOD (Figura 5.4), el

complejo VO/Baic mostré6 una mejora en la capacidad de dismutacion del anion
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superoxido. No obstante, VO/Baic mostrd una actividad moderada (ICso= 65,8 uM) en
comparacion con las actividades del cation oxidovanadio(IV) (ICsp= 15 uM) y la SOD
nativa (ICsp= 0,21 uM).

120
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Figura 5.4. Efecto de VOCL.H,0 (VO*), Baicalina (Baic) y complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) en la reduccion de NBT por medio del anion radical

superdxido generado por un método no enzimatico.

El ligando Baicalina mostr6 una actividad moderada en la eliminacion del radical peroxilo
(Figura 5.5) con una fase de retardo en el consumo de piranina de 4 min a una
concentracion 10 uM, mientras que el complejo VO/Baic aument6 el tiempo de retardo y
mostrd una mejor actividad antioxidante que el ligando e incluso que el Trolox (4cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), usado como antioxidante de referencia.
El cation oxidovanadio(IV) no mostro actividad a concentraciones de hasta 100 uM.

Tanto Baicalina como el complejo mostraron una actividad antioxidante similar contra el
radical OH® (Figura 5.6) capturando cerca del 60% de los radicales a una concentracion de

50 uM.

130



Capitulo 5: Determinacion de propiedades biologicas in vitro
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Figura 5.5. Efecto de Trolox, Baicalina (Baic) y complejo Nas[VO(Baic),].6H,O
(VO/Baic) sobre los radicales peroxilo generados por el AAPH. Los cambios fueron
calculados como el tiempo de induccion (fase lag) en el consumo de piranina. Graficos
insertados: efecto del ligando Baic (A) y del complejo VO/Baic (B) a diferentes

concentraciones sobre el consumo de piranina por parte de los radicales ROO®.
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Figura 5.6. Efecto de VOCL.H,O (VO*), Baicalina (Baic) y complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) sobre la degradacion de la desoxirribosa a través del

radical OH® por el método del acido tiobarbitirico.
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En resumen, los efectos antioxidantes encontrados para el ligando Baicalina concuerdan
con los valores reportados previamente (Cheng et al., 2013; Liu et al, 2013) y su
complejacion con el cation oxidovanadio(IV) mejord la actividad antioxidante del mismo,
en particular frente a los radicales superdxido y peroxilo. En concordancia con resultados
anteriores (Naso et al., 2016a), se deduce que cuando el cation VO** coordina a través del V
con los grupos C4=0 y a los grupos OH deprotonados en posicion 3 o 5 (véase Figura 1.2)
se produce la deslocalizacion de los electrones del sistema w del V=0 en los anillos Ay C
(en caso de que esté presente un doble enlace entre C2 y C3). En este grupo de complejos
VO/flavonoides (flavonoide= quercetina, naringenina, crisina, silibinina, morina, véase
Tabla 1.1) las propiedades antioxidantes del complejo son mejores que las del flavonoide
libre debido a la alta estabilidad del radical formado por el flavonoide tras la interaccion
con un radical libre externo. Por el contrario, cuando la coordinacion implica grupos OH
en posicion -cis del anillo B o un sustituyente distante de los anillos B o C (hesperidina,
luteolina, diosmina, véase Tabla 1.1) (Naso et al., 2016b), la formaciéon del complejo no
mejora las propiedades antioxidantes del ligando. En el complejo VO/Baic la interaccion
se produce a través de los grupos fenolato generados por deprotonacion de los grupos OH
en posicion 5 y 6 del anillo A (véase Figura 1.2) siendo factible una deslocalizacion de los
electrones m y observandose una mejora de las propiedades antioxidantes del flavonoide

luego de la complejacion.

Complejo VO/Api: el ligando Api no mostrd actividad SOD simil, en concordancia con

reportes previos (Van Norren et al, 2006) y por coordinacion con el cation
oxidovanadio(IV) no se logré6 mejorar esta actividad. El flavonoide no mostrd actividad en
la eliminacion del radical peroxilo (no se detectd un retraso de fase del consumo de
piranina a una concentracion 200 pM) mientras que el complejo VO/Api mostrd baja
actividad, con una fase de retardo en el consumo de piranina de 1,62 min a una

concentracion 173 uM (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Efecto del ligando Api (A) y del complejo VO/Api (B) sobre el consumo de

piranina por parte de los radicales ROO®.

El ligando Apigenina y VO/Api a concentracion 100 uM mostraron actividad antioxidante
contra radicales OH® eliminando el 64% y 53% de los radicales, respectivamente (Figura

5.8). Un efecto similar fue reportado previamente para el flavonoide (Siet al., 2011).
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Figura 5.8. Efecto de VOCL.H,0 (VO*"), Apigenina (Api) y complejo [VO(Api)(H20),]C1
(VO/Api) sobre la degradacion de la desoxirribosa a través del radical OH® por el método

del 4cido tiobarbittrico.

La baja actividad antioxidante de la apigenina esté relacionada con su estructura quimica.

La presencia de un solo grupo hidroxilo en el anillo B y dos OH en posicion meta y no orto
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en el anillo A y la ausencia del grupo OH en la posicion 3 influyen directamente en su
capacidad de eliminacion de radicales (véase Figura 1.7). Ademads, la ausencia de grupo
hidroxilo en posicion 3'- es especialmente esencial para la potencia antioxidante de los
flavonoides, porque la disposicion de los dos grupos oxhidrilo en el anillo B tiene mejores
propiedades donadoras de electrones para formar o-quinonas después de eliminar radicales.
En este contexto, puede verse que la apigenina esta estructuralmente relacionada con la
luteolina con los mismos sustituyentes en los anillos A (OH en posiciéon 5y 7) y C (sin OH
en posicion 3), pero difiere en las sustituciones OH en el anillo B, como fue mencionado
anteriormente. La luteolina posee grupos 3 'y 4' orto o cis diol en el anillo B mientras que
la apigenina s6lo posee un grupo OH en 4' (véase Figura 1.2). En nuestro grupo se
encontrd una mayor actividad antioxidante para los radicales DPPH® y ROO® para la
luteolina, acorde con la relacidon de la estructura del flavonoide con su actividad. Sin
embargo, se determind que el complejo de oxidovanadio(IV) con apigenina mejord las
actividades de eliminacion de DPPH® y ROO®, mientras que el complejo con luteolina no
mostré6 mayor poder secuestrante (Naso et al, 2016a). Este comportamiento podria
explicarse por el modo de coordinacion de los ligandos. En la coordinacion con el metal
del complejo VO/Iuteolina intervienen los grupos 3'-OH y 4'-OH del anillo B, impidiendo
la participacion de estos grupos en la accidon antioxidante del complejo. Por el contrario, la
coordinacion en el VO/Api implica grupos (C=0 y O") de los anillos A y C en la quelacion
al cation de oxidovanadio(IV) que podria potenciar la deslocalizacion electronica del
electron desapareado del anillo C por conjugacion © cuando actiia como un eliminador de

radicales, generando un radical mas estable.

Complejo Cu/5-HTP: la enzima SOD posee limitaciones como falta de biodisponibilidad

oral, alto peso molecular y baja estabilidad. Por lo tanto se ha estimulado la biisqueda de
compuestos capaces de imitar la actividad de la enzima y que presente mayor
biodisponibilidad, proponiendo que estos compuestos sintéticos biomiméticos actien como
farmacos potenciales. Estos compuestos podrian tener ventajas como agentes
farmacéuticos sobre las enzimas naturales, como la capacidad de acceso al espacio
intercelular, la permeabilidad celular, un tiempo de vida media mas largo en la sangre,
potencial para la administracion oral y costos mas bajos. Los complejos de cobre con
moléculas biolégicamente activas han mostrado importantes propiedades miméticas para la
SOD debido a la capacidad del cobre para participar en las reacciones redox. Khalid et al.

demostraron que una geometria distorsionada de los complejos desempefia un papel en la
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mejora de la actividad de SOD (Khalid et al., 2013). Nuestros estudios mostraron que
mientras el aminoacido 5-Hidroxitriptofano no presentd actividad SOD (Figura 5.9), su
coordinacion con el cobre mejor6 la capacidad de dismutacion del anidon superdxido del
ligando libre. El complejo Cu/5-HTP mostré una actividad SOD-simil relevante (ICso= 4,8
uM) similar a la actividad del CuCl, (ICsp= 3,6 uM) y algo menor que la SOD nativa= 0,21
uM) (Islas et al., 2013).
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Figura 5.9. Efecto de CuCl,.2H,0 (Cu*"), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y complejo [Cu(5-
HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en la reduccién de NBT.

El ligando 5-HTP mostré una buena actividad de eliminacion del radical peroxilo (Figura
5.10), incluso mejor que el trolox (antioxidante de referencia). El Cu/5-HTP aument6 la
fase de retardo y mostr6 una mejor actividad que el ligando.

Sin embargo, el 5-HTP no tiene buena actividad depuradora del radical OH®. Dicho efecto
fue mejorado por complejacion y el Cu/SHTP mostrd una actividad antioxidante moderada
contra los radicales OH® (Figura 5.11), eliminando cerca del 43% de los radicales a una

concentracion de 75 uM.
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Figura 5.10. Efecto de Trolox, 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y complejo [Cu(5-HTP),].H,O
(Cu/5-HTP) sobre los radicales peroxilo generados por el AAPH. Los cambios fueron
calculados como el tiempo de induccion (fase lag) en el consumo de piranina. Graficos
insertados: efecto del ligando 5-HTP (A) y del complejo Cu/5-HTP (B) a diferentes

concentraciones sobre el consumo de piranina por parte de los radicales ROO®.
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Figura 5.11. Efecto de CuCl.2H,0 (Cu*"), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y complejo [Cu(5-
HTP),].H,O (Cu/5-HTP) sobre la degradacion de la desoxirribosa a través del radical OH®

por el método del 4cido tiobarbiturico.
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El aminoacido 5-HTP es capaz de prevenir el dano de moléculas bioquimicamente
importantes a un valor de pH fisiologico. Actia como un antioxidante natural enddégeno en
organismos marinos (Lysek et al., 2003). El 5-HTP se comportdé como un buen eliminador
de especies reactivas de oxigeno (excepto del anidon superdxido) en concordancia con
resultados anteriores (Siddhuraju y Becker, 2003). Ademas, mostr6 buena actividad frente
al radical DPPH’. La actividad secuestrante de radicales libres indica que 5-HTP tiene una
excelente capacidad donadora de electrones (Simic et al, 2013). La formacion de un
complejo de coordinaciéon entre este aminodcido y el cobre aumentd la actividad
antioxidante del 5-HTP contra todos los radicales y, en particular, mejor6 la accion de
eliminacion del anidon superéxido.

En la Tabla 5.1 se muestra el resumen de las capacidades antioxidantes de los ligandos y
complejos sintetizados, medidas en los diferentes sistemas. Dichos ensayos se explican
detalladamente la seccion experimental. Para los complejos del cation cobre(Il) con 5-
Hydroxitriptofano y oxidovanadio(IV) con Baicalina, la complejacion mejor6 las propiedades
antioxidantes del ligando libre. Por otra parte, el ligando Apigenina y su complejo con el cation

oxidovanadio(IV) no mostraron buenas propiedades antioxidantes.

Tabla 5.1. Resumen de las capacidades antioxidantes de VOCL.H,0 (VO*"), CuCl,.2H,0
(Cu®"), Baicalina (Baic), Apigenina (Api), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP), complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic), complejo [VO(Api)(H20),]Cl (VO/Api) y complejo
[Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) frente a los radicales 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH®),
superoxido (0,*), peroxilo (ROO®) e hidroxilo (OH®).

Coipuissio . ob . .
s DPPH 0, ROO OH
VO™ 14 15 <1 27
Cu”™ 0 3,6 <1 0
Baic 95 >100 4 59
Api 2 >100 <1 61
5-HTP 53 (a 10 uM) >100 13 (a 5 uM) 3
VO/Baic 95 66 11 64
VO/Api 8 >100 <1 36
Cu/5-HTP 86 (a 10 uM) 4,8 31 (a5 pM) 34

? Porcentaje de eliminacion del radical DPPH® a 50 pM. ° ICs, expresada en pM. ICs, SOD nativa= 0,21 uM.

¢ Fase de retardo en minutos a 10 pM. ¢ Porcentaje de eliminacién del radical OH® a 50 M.
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5.2. Determinaciones antimicrobianas.

Durante las ultimas décadas se ha observado un aumento de las frecuencias de las infecciones
debido a diferentes causas. Esto ha aumentado el consumo de agentes antimicrobianos y ha
creado la necesidad de sintetizar nuevos farmacos. La aparicion de diversos niveles de
resistencias bacterianas gener6 una competencia entre los microorganismos y s por eso que se
esta permanentemente en la busqueda de nuevos compuestos mas eficaces y mas seguros para
la lucha antimicrobiana (Berahou et al., 2007; Recio Despaigne et al., 2012). Se sabe que
algunos complejos metalicos exhiben propiedades antivirales, antibacterianas y antifiingicas y
que las eficacias de los agentes terapéuticos se incrementan por coordinacion (Chandraleka et
al., 2011; Samsonowicz y Regulska, 2017; Selvaraj et al., 2014). En este contexto, se planted
la determinacién del perfil antimicrobiano de los diferentes compuestos en estudio y los

resultados del ensayo se presentan en esta seccion.

5.2.1. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a bacterias y
hongos.

Un parametro importante para caracterizar el perfil antimicrobiano de una molécula es la
concentracion inhibitoria minima (CIM) que se define como la concentracion minima
necesaria para inhibir el crecimiento del microorganismo. Los valores de CIM de los
compuestos en estudio se determinaron mediante el método de dilucidon en agar y se
compararon con el efecto del ligando y del metal libres en busca de una potenciacion, de
acuerdo a lo descripto en la parte experimental. Las mediciones de actividades
antimicrobianas in vitro con valores de CIM superiores a 1.000 pg mL™" se consideran
irrelevantes desde una perspectiva clinica (Tanaka et al.,, 2006). Por lo tanto, todos los

. ., ;. -1 . .
ensayos se realizaron hasta una concentracion maxima de 1.500 pg mL™ (criterio de corte).

Complejos VO/Baic y VO/Api: tanto los flavonoides Baicalina y Apigenina como sus

complejos con el cation oxidovanadio(IV) no mostraron actividad antimicrobiana relevante
(CIM> 1.500 ug mL™", 0 >3.360 uM para Baicalina y >1.300 pM para VO/Baic; 0 >5.555
UM para Apigenina y >3.680 uM para VO/Api). Por otra parte, el VOCL.H,0 (VO*)
mostrd una actividad antimicrobiana moderada (CIM= 750 ug mL™" o 4.812 uM) frente a
todas las cepas de bacterias y frente a C. tropicalis (Tabla 5.2). Desafortunadamente, la
actividad antimicrobiana de los flavonoides no se vio aumentada luego de la complejacion con
el cation oxidovanadio(IV). Si bien en la literatura se observan actividades antimicrobianas

reportadas para algunos flavonoides, es de hacer notar que en estos ensayos se han
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utilizado flavonoides extraidos de plantas y musgos y no los flavonoides puros (Akroum et
al., 2009; Basile et al., 1999). En los ensayos con los flavonoides puros no se reportan
actividades antimicrobianas para los mismos (Cushnie et al., 2003; Cushnie y Lamb, 2011,

2005).

Complejo Cu/5-HTP: las propiedades del cobre para prevenir infecciones son reconocidas

desde la antigliedad. E1 mecanismo intimo que explica la actividad antibacteriana del cobre
no esta totalmente dilucidado. Un elemento crucial en la actividad antibacteriana es la
capacidad del cobre para ceder y aceptar electrones en un proceso continuo. Algunos
estudios sugieren que el cobre, en concentraciones elevadas, tiene un efecto toxico sobre
las bacterias debido a la liberacion de radicales de hidroperdxido, los iones de cobre
potencialmente podrian sustituir iones esenciales para el metabolismo bacteriano como el
hierro, interfiriendo inicialmente con la funcion de la membrana celular y luego a nivel del
citoplasma alterando la sintesis proteica, ya sea inhibiendo la formacion de proteinas o
provocando la sintesis de proteinas disfuncionales, alterando la actividad de enzimas
esenciales para el metabolismo bacteriano (Rodriguez-Montelongo et al., 1993). El efecto
antibacteriano del CuCl, fue determinado previamente en nuestro grupo de investigacion
(Martinez Medina et al., 2014; Martini et al., 2017).

La actividad antimicrobiana del aminoacido 5-HTP contra todas las cepas ensayadas no
resultd ser clinicamente relevante (CIM> 1.500 pg mL™ o >6.811 uM). Los valores de
CIM de 5-HTP y Cu/5-HTP se compararon con el efecto obtenido para CuCl, (Tabla 5.2).
Los valores de CIM para CuCl, fueron 375 pug mL™ (o 2.199 pM) para las cepas
bacterianas y mayor a 1.500 pg mL™ (o >8.799 uM) para las cepas fungicas. Se observo
una baja capacidad antibacteriana para el complejo Cu/5-HTP, con valores de CIM frente a
S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC 29212 de 750 (1.442 uM) y 1.500 pg mL™
(2.885 uM), respectivamente. En estos casos, la complejacion con cobre aumentd la
actividad antimicrobiana del ligando. Sin embargo, el complejo Cu/5-HTP no mostro
actividad relevante frente a las otras cepas. La mejora de las propiedades antimicrobianas
de los ligandos mediante la coordinaciéon con el cobre (II) podria explicarse sobre la base
de la teoria de quelacion de Tweedy que proponen que la complejacion aumenta la
liposolubilidad de los metales idnicos (Chandraleka et al., 2011). Ademas, el aumento de la
liposolubilidad del complejo Cu/5-HTP produce una mayor permeabilidad celular
(concepto de Overtone) (Anjaneyulu y Rao, 1986). Para S. aureus ATCC 25923 y E.

faecalis ATCC 29212, el paso de materiales solubles en lipidos a través de la membrana
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que rodea a la célula seria mayor y como resultado, el complejo exhibe actividad
antibacteriana (un mecanismo diferente probablemente gobierne a las otras bacterias y

cepas de hongos debido a su diferente comportamiento).

Tabla 5.2. Valores de Concentracién inhibitoria minima (CIM) de VOCL.H,O (VO*),
CuCl.2H,0 (Cu*") y complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) frente a diferentes cepas de
bacterias y hongos. Valores de CIM expresadas en ug mL ™.

Cepa microbiana ensayada VO™ Cu™ Cu/5-HTP
Escherichia coli ATCC 35218 750 375%* >1.500
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 750 375%* >1.500
Enterococcus faecalis ATCC 29212 750 375% 1.500
Staphylococcus aureus ATCC 25923 750 375% 750
Staphylococcus epidermidis ATCC 1263 750 375% >1.500
Candida albicans 1.500 >1.500% >1.500
Candida albicans ATCC 10231 1.500 1.500%* >1.500
Candida glabrata 1.500 1.500* >1.500
Candida krusei >1.500 1.500%* >1.500
Candida parapsilosis 1.500 1.500%* >1.500
Candida parapsilosis ATCC (sensu stricto)

22019 (Souza et al., 2012) 1200 71500 71500
Candida tropicalis 750 >1.500%* >1.500

*Valores de CIM tomados de las referencias Martinez Medina et al. (2014) y Martini et al. (2017).

5.2.2. Determinacion del efecto post-antibidtico (PAE).

La supresion persistente del crecimiento bacteriano después de la exposicion corta a los
antibidticos ha sido bien documentada con una variedad de microorganismos; este fendmeno
se conoce como el efecto post-antibiotico (post-antibiotic effect, PAE) (Dolcino et al., 2002).
El PAE es la fase de retraso o el periodo de recuperacion del crecimiento bacteriano después
de una breve exposicion a un antibiotico. El PAE es un pardmetro farmacodinamico y la
presencia de este efecto puede ser una consideracion importante en el disefio de regimenes de
dosis de antibioticos. Un PAE de 20 minutos o menos es considerado insignificante debido a
las limitaciones propias del procedimiento de medida (Rescott et al., 1988). Como los

complejos de flavonoides y el cation oxidovanadio(IV) no mostraron efectos antibacterianos,
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s6lo se determin6 el PAE para el complejo de cobre frente a S. aureus ATCC 25923 y E.
faecalis ATCC 29212.

Complejo Cu/5-HTP: teniendo en cuenta que el complejo Cu/5-HTP tiene un valor de CIM
de 750 pg mL™ (1.442 uM) frente a S. aureus ATCC 25923 (clinicamente relevante) y de
1.500 pg mL™" (2.885 uM) frente a E. faecalis ATCC 29212 se determiné su PAE a valores

de media, una y dos veces la CIM. Desafortunadamente, el complejo de Cu/5-HTP no
mostré un PAE relevante (PAE < 20 min) frente a las cepas ensayadas a ninguno de los
valores de CIM. Por otra parte, el CuCl, mostré PAE a valores de 2xCIM frente a S. aureus
ATCC 25923 (3,04 £ 0,21 h) y E. faecalis ATCC 29212 (1,87 + 0,04 h) (Martinez Medina

et al., 2014) pero no a valores menores a la CIM.

5.3. Medidas de la actividad de fosfatasa alcalina.

Las fosfatasas alcalinas (FAL) son una superfamilia de metaloenzimas homodiméricas
(EC3.1.3.1) que estan ampliamente distribuidas en los animales y microorganismos. Su
funcion biologica consiste en la hidrolisis de los monoésteres ortofosforicos unidos a
nucledtidos, proteinas y varios otros sustratos a valores de pH entre 8 y 11 (Urquiza et al.,
2010). La FAL es una de las enzimas dependientes de Zn mas importantes y se encuentra
en practicamente todos los tejidos del cuerpo (sobre todo en el higado, las vias biliares y
los huesos). La actividad de la FAL en el suero se correlaciona usualmente con
enfermedades de higado y es un marcador de diferenciacion osteoblastica, siendo de gran

utilidad para el diagnostico médico (Li et al., 2008).

Complejos VO/Baic v VO/Api:

Esta reportado que el i6n vanadato (H,VO04, véase Figura 1.1E) ha sido usado para inhibir
un gran nimero de ATP-asas y enzimas que hidrolizan ésteres fosfato. Las similitudes de
vanadato y fosfato en términos de geometria, carga, longitud de enlace y capacidad para
adoptar una coordinacion de bipirdmide trigonal, probablemente explican la eficacia del
vanadato como un inhibidor de muchas enzimas ligadoras de fosfato (Crans, 2015). El
vanadato inhibe especificamente aquéllas ATP-asas que forman un intermediario
enzimatico fosforilado covalente durante el ciclos de reaccion enzimatica, inhibiendo la
(Na,K) ATP-asa, las fosfatasas acida y alcalina, etc y necesita Mg y K para producir la
inhibicion de la (Na,K) ATP-asa. El vanadato se reduce en los globulos rojos formando el

cation oxidovanadio(IV) por el glutation intracelular. El cation libre es normalmente
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inestable con respecto a la oxidacion, pero parece ser estable cuando se compleja con
proteinas intracelulares o moléculas més pequetias. Nuestras medidas de actividad
inhibitoria de la FAL para el VOCl,. H,O coinciden con los datos reportados (reduccion de
la actividad basal al 54%, a valores de 100 uM) (Williams et al., 1999). Por el contrario,
tanto los ligandos Baicalina y Apigenina como los complejos VO/Baic y VO/Api no
mostraron actividad inhibitoria de la FAL hasta valores de 100 uM (Figura 5.12) en las
condiciones experimentales. Las condiciones generales del ensayo de FAL se describen
detalladamente en el capitulo de metodologia en el cual se menciona la disolucion de los
compuestos en el tampon de glicina (pH= 10,5) para la incubacion de los mismos. Para
estos dos sistemas, se ensayd en las condiciones generales y ademds se introdujo una
modificacion a la técnica para evitar la interferencia de color a 405 nm, que es el valor de
absorbancia al que se monitorea la aparicion del p-nitrofenol (Sakharov et al., 1988; Urquiza et
al., 2010). Las interferencias presentes principalmente en el sistema VO/Api se deben a que
el ligando y el complejo presentan una banda muy intensa en la region del 400 nm a
valores de pH superiores a 10 como los que se requieren en este ensayo (véanse Figuras
3.20 y 3.21). Esta banda es mucho menos intensa en el sistema VO/Baic (véanse Figuras
3.16 y 3.18) y de muy baja intensidad en el sistema Cu/5-HTP, en las condiciones
experimentales del ensayo general. Como estas condiciones generales resulta imposible
determinar el efecto inhibidor de la FAL para el sistema VO/Api, se procedid a una
dilucion 1/3 de la mezcla de reaccion previo a la lectura de la misma (y luego de finalizado
el tiempo de reaccion). En el caso del sistema VO/Baic se pudo medir la absorbancia tanto
en las condiciones generales como modificadas (dilucion 1/3 previo a la lectura). En todos
los casos se realizaron blancos de concentracion del compuesto para cada concentracion.
Dichos blancos de concentracion se preparan disolviendo el compuesto en estudio en el
buffer de glicina a la misma concentracion del ensayo y se mide la absorbancia del mismo
a 405 nm para realizar posteriormente la sustraccion (Absorbancia del tubo de reaccion -
Absorbancia del blanco de concentracion). Esta sustraccion nos permite eliminar el color
producido a 405 nm por el compuesto y obtener asi el color producido exclusivamente por
el del p-nitrofenol. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo general o
modificado, puede inferirse que los ligandos y complejos no producen efecto inhibitorio de
la FAL siendo los valores de absorbancia similares al basal. Los resultados muestran que el
VOCI,. H,O tiene actividad inhibitoria de la FAL pero la complejacion del mismo no

mejora la actividad de los flavonoides libres.
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Figura 5.12. Variacion de la actividad de la enzima FAL por el agregado de VOCl,. H,O
(VO™), Baicalina (Baic), Apigenina (Api), complejo Nay[VO(Baic),].6H.O (VO/Baic) y
complejo [VO(Api)(H20),]Cl (VO/Api) en concentraciones de hasta 100uM.

Complejo Cu/5-HTP: el efecto inhibitorio del 5-HTP y Cu/5-HTP en la actividad de la

enzima fosfatasa alcalina (FAL) se evalué y se comparé con el efecto de CuCl, reportado
previamente (Martinez Medina et al., 2014) (Figura 5.13). Al igual que el CuCl,, el 5-HTP
no posee efecto inhibitorio significativo, mientras que el Cu/5-HTP ejercido un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la FAL. El mecanismo de inhibicién de FAL postulado
para complejos de coordinacidon sugiere una interaccion en el sitio catalitico de la enzima
que actua como inhibidores competitivos que se unen al sitio activo o cerca del mismo
(Martin y Evans, 1991). Sin embargo, también se propuso que el efecto inhibidor sobre la
actividad de las enzimas que catalizan la transferencia del grupo fosforilo puede atribuirse
a una mejor biodisponibilidad, en lugar del aumento de la potencia en los sitios activos de
la enzima fosfatasa causada por complejos metalicos (Peters et al., 2003). A partir de la
Figura 5.13 se puede observar que la complejacion aumenta el efecto inhibidor del metal y
del ligando sobre la FAL. Por consiguiente, una mayor liposolubilidad y permeabilidad
celular del complejo podria producir una mejora de la biodisponibilidad del ion cobre(Il) y
una mayor interaccidon con el sitio catalitico produciendo la inhibicion de la accion

enzimatica (Martin, 1995).
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Figura 5.13. Variacion de la actividad de la enzima FAL por el agregado de CuCl,.2H,0
(Cu®"), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en

concentraciones de hasta 500 uM.

5.4. Estudios de genotoxicidad y toxicidad aguda.

5.4.1. Test de Ames (genotoxicidad).

El Test de Ames en Salmonella typhimurium se utiliza para identificar sustancias que
puedan producir un dafo genético (que conduce a mutaciones). Esta prueba utiliza cepas
de Salmonella con mutaciones preexistentes que no son capaces de sintetizar histidina y no
pueden crecer o formar colonias en medios de cultivo que no posean dicho aminoacido.
Los compuestos con potencial mutagénico pueden restaurar la funcidon de los genes
(ensayo de reversion) permitiendo el crecimiento de las colonias mutadas (revertantes
Histidina"). Un compuesto se considera mutagénico cuando el indice de mutagenicidad
(IM) es igual o mayor que 2 (Maron y Ames, 1983). El IM se define como el cociente entre
el numero de revertantes inducidas por la muestra y el nimero de revertantes espontaneas.
Es de hacer notar que, en este ensayo la cantidad del compuesto en estudio se expresa
como microgramos/placa (que no es una unidad de concentraciéon como tal) y no se puede
determinar a ciencia cierta la concentracion presente en el medio de cultivo. Como no hay
una correlacion entre la cantidad de compuesto disuelta en el top agar que se vierte en cada
placa y la cantidad que efectivamente difunde hacia el agar minimo que ya esté en la placa
(véase seccion 2.4.4.1), no se puede calcular una concentracion real del compuesto (como

si se hace en el ensayo actividad antimicrobiana para la determinacion de la CIM).
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Complejo VO/Baic: el catiéon de oxidovanadio(IV), el ligando Baicalina y el complejo

VO/Baic no ejercieron accidén mutagénica sobre las cepas ensayadas (Tabla 5.3). A las
concentraciones mas altas no se pudo calcular el valor de IM del cation oxidovanadio(IV)
debido a la accidon antimicrobiana ejercida por VOCL contra Salmonella typhimurium
TA98 (> 75 pg/placa) y Salmonella typhimurium TA100 (> 18,75 pg/placa). El valor del
IM resultd6 menor que 2 en todos los casos demostrando que las sustancias ensayadas no
inducen un aumento en el numero de revertantes. Estos resultados indican que los
compuestos ensayados no inducen mutaciones de cambio de marco de lectura (S.
typhimurium TA98) o mutaciones de sustitucion de pares de bases (S. #Hyphimurium

TA100) a las concentraciones ensayadas.

Tabla 5.3. Induccién de revertantes Histidina® en Salmonella typhimurium (TA98 y
TA100) por el agregado de VOCL.H,0 (VO*), Baicalina (Baic) y complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) en ausencia de activador metabolico S9.

Concentracion S. typhimurium TA98 S. typhimurium TA100
(ng/placa) Rev/placa® M Rev/placa® M
Control(-) 345+0,5 -- 139,5+1,5 --
75 26+3 0,75 - -
vO*' 37,5 30+2 0,87 - -
18,75 30+2 0,87 97,5+2,5 0,70
300 32+1 0,93 159+ 1 1,14
150 37,5+ 1,5 1,09 161,5+1,5 1,16
Baic 75 34+ 1 0,98 139+ 1 0,99
37,5 45 + 1 1,30 143 £2 1,02
18,75 35+1 1,01 141,5+1,5 1,01
300 33+£2 0,96 - -
150 301 0,87 107,5+2,5 0,77
VO/Baic 75 31+1 0,89 104 +£2 0,74
37,5 25,5+0,5 0,74 129 £ 1 0,92
18,75 24,5+ 0,5 0,71 142,5+2,5 1,02

*Numero de revertantes por placa expresado como el promedio de dos ensayos independientes + la
desviacion estandar.
°IM: indice de mutagenicidad (niimero de revertantes Histidina® inducidas por la muestra/ niimero de

revertantes Histidina" espontdneas en el control negativo).
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Complejo VO/Api: el ligando Apigenina y el complejo VO/Api no ejercieron accion

mutagénica sobre las cepas ensayadas (Tabla 5.4). Ambos mostraron actividad
antimicrobiana contra Salmonella typhimurium TA98 a concentraciones superiores a 150
pg/placa. El valor del indice mutagénico resulté menor que 2 en todos los casos. Estos
resultados indican que los compuestos ensayados no inducen mutaciones de cambio de
marco de lectura o mutaciones de sustitucion de pares de bases a las concentraciones

ensayadas.

Tabla 5.4. Induccién de revertantes Histidina™ en Salmonella typhimurium (TA98 y
TA100) por el agregado de Apigenina (Api) y complejo [VO(Api)(H20),]CI (VO/Api) en

ausencia de activador metabolico S9.

Concentracion S. typhimurium TA98 S. typhimurium TA100
(ng/placa) Rev/placa® M Rev/placa® M
Control(-) 225+1,5 -- 100,5 £ 1,5 --
300 -- -- 69 +2 0,69
150 23+£2 1,02 80,5+ 1,5 0,80
Api 75 24 +1 1,07 96 +2 0,95
37,5 17+1 0,75 91,5+ 1,5 0,91
18,75 20,5+ 1,5 0,91 76 +2 0,76
300 -- -- 64+ 1 0,64
150 13,5+1,5 0,60 59,5+ 1,5 0,59
VO/Api 75 18+2 0,80 74+ 1 0,74
37,5 14,5+ 1,5 0,64 68 +2 0,68
18,75 18+ 1 0,80 73+1 0,73

*Numero de revertantes por placa expresado como el promedio de dos ensayos independientes + la
desviacion estandar.
°IM: indice de mutagenicidad (nimero de revertantes Histidina® inducidas por la muestra/niimero de

revertantes Histidina™ esponténeas en el control negativo).

Complejo Cu/5-HTP: el CuCly, 5-HTP y Cu/5-HTP no ejercieron accidon mutagénica sobre

las cepas ensayadas (Tabla 5.5). Existen reportes previos de la ausencia de actividad
mutagénica de Cu>” (como la sal de perclorato) en el ensayo de Ames con S. typhimurium
TA98 y S. typhimurium TA100 (con activacion metabolica) (Duff et al., 2012). El valor del

IM inferior a 2 en todos los casos mostrd que las sustancias ensayadas no inducen un
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aumento en el nimero de revertantes. Estos resultados indican que los compuestos en
estudio no inducen mutaciones de cambio de marco de lectura o mutaciones de sustitucion

de pares de bases a las concentraciones ensayadas.

Tabla 5.5. Induccién de revertantes Histidina™ en Salmonella typhimurium (TA98 y
TA100) por el agregado de CuCl,.2H,0 (Cu®"), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP) y complejo
[Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) en ausencia de activador metabolico S9.

Concentracion S. typhimurium TA98 S. typhimurium TA100
(ng/placa) Rev/placa® IM° Rev/placa’ IM°
Control(-) 225+1,5 -- 100,5 £ 1,5 --
300 21,5+ 1,5 0,96 77+2 0,77
150 24,5+ 0,5 1,09 99 +1 0,98
Cu** 75 13+2 0,58 84+2 0,83
37,5 25,5+ 1,5 1,13 90,5+ 1,5 0,90
18,75 12+1 0,53 102 +£2 1,01
300 28,5+ 1,5 1,27 99,5+ 1,5 0,99
150 21 +1 0,93 82+2 0,81
5-HTP 75 20,5+ 1,5 0,91 87,5+0,5 0,87
37,5 17,5+0,5 0,78 83,5+1,5 0,83
18,75 10+2 0,44 86+ 1 0,85
300 16 + 1 0,71 88+ 1 0,87
150 13+2 0,58 78,5+ 0,5 0,78
Cu/5-HTP 75 26 +2 1,15 68,5+0,5 0,68
37,5 24+ 1 1,07 9242 0,91
18,75 21 +1 0,93 94 + 1 0,93

*Numero de revertantes por placa expresado como el promedio de dos ensayos independientes + la
desviacion estandar.
°IM: indice de mutagenicidad (numero de revertantes Histidina® inducidas por la muestra/nimero de

revertantes Histidina™ esponténeas en el control negativo).

5.4.2. Ensayo de toxicidad aguda (Artemia salina).
La prueba del crustdceo de mar se ha utilizado ampliamente para probar la toxicidad de
una gran variedad de productos. Aunque la sustitucion de animales de laboratorio por

estudios de toxicidad por A. salina necesita investigacion adicional, se demostré que la
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concentracion letal media (CLsg) de extractos de plantas medicinales utilizando A. salina
se correlaciona bien con la dosis oral letal correspondiente (DLsp) en ratones (Molina-
Salinas y Said-Fernandez, 2006). La CLsy se define como la concentracion requerida para

matar a la mitad de los miembros de la poblacion sometida a prueba.

Complejo VO/Baic: la mortalidad del crustaceo de mar para cada concentracion de VOCI,

se muestra en la Tabla 5.6. La mortalidad aument6 de una manera dosis-dependiente y esta
linealidad nos permiti6 determinar un valor de CLso de 33,7 ug mL™ (244 uM). Por otra
parte, no se observaron nauplios muertos para el ligando Baicalina y el complejo VO/Baic
a las concentraciones ensayadas demostrando que el flavonoide y el complejo no ejercen

efectos toxicos en concentraciones de hasta 300 pg mL ™.

Tabla 5.6. Porcentaje de mortalidad de A. salina a diferentes concentraciones de

VOCL.H,0 (VO*") y estimacion de la concentracion letal media (CLso).

Concentraciéon (ug mL™) Mortalidad (%) CLso (ng mL™)
75 100
. 37,5 46,7
VO 33,71
18,75 40
9,37 20

Complejo VO/Api: no se observaron nauplios muertos para el ligando Apigenina y el

complejo VO/Api a las concentraciones ensayadas demostrando que el flavonoide y el

complejo no ejercen efectos toxicos en concentraciones de hasta 300 pg mL™.

Complejo Cu/5-HTP: 1a mortalidad del crustaceo de mar producida por el cation Cu®" fue

reportada previamente (Ferraz et al., 2009; Gajbhiye y Hirota, 1990; Kokkali et al., 2011) y
es ligeramente diferente respecto de nuestros datos (Tabla 5.7). Estas diferencias podrian
deberse a las diferentes metodologias, condiciones experimentales (especialmente la sal de
cobre y la composicion del agua de mar utilizada) y la cepa de huevos de Artemia. Por el
contrario, el 5-HTP y el complejo Cu/5-HTP no produjeron la mortalidad de los nauplios a
las concentraciones ensayadas demostrando que estos compuestos no ejercen efectos

toxicos en concentraciones de hasta 300 pg mL ™.
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Tabla 5.7. Porcentaje de mortalidad de A. salina a diferentes concentraciones de

CuCl.2H,0 (Cu*") y estimacion de la concentracion letal media (CLso).

Concentraciéon (ug mL™) Mortalidad (%) CLso (ug mL™)
150 100
75 26,7
Cu*’ 37,5 6.7 89,76
18,75 3,3
9,37 0

149




Capitulo 5: Determinacion de propiedades biologicas in vitro

5.5. Conclusiones preliminares

En lineas generales, los complejos de coordinacion en estudio mostraron buenas propiedades
antioxidantes (excepto el complejo VO/Api que actud con un nivel antioxidante moderado). El
complejo Cu/5-HTP fue el que mostr6 las mejores propiedades antioxidantes, seguido por el
complejo VO/Baic. En todos los casos la complejacion con el metal mejor6 las propiedades
antioxidantes del ligando libre. Esto puede explicarse en funcion de la relacion que existe entre
la estructura quimica y las actividades biologicas.

En el caso de los flavonoides, las diferencias en el grado de sustitucion del anillo B explica el
hecho que la apigenina presente una pobre capacidad de eliminacion de radicales (un tnico
grupo OH en el anillo B). Para el complejo de VO/Api, la coordinacion tipo “acetilacetona”
(coordinacion por C=0 y C5-O" de los anillos C y A) en forma de quelato potencia la
deslocalizacion electronica con los electrones del sistema w del V=0, favoreciendo la
conjugacion con el electron impar del radical generado cuando se oxida el flavonoide y
aumentando asi su estabilidad.

La deslocalizacion © es ain mas marcada en el complejo VO/Baic cuya coordinacion tipo
“catecol” en forma de quelato (coordinacion por C5-O" y C6-O" del anillo A) es responsable
del incremento observado en las propiedades antioxidantes del complejo.

En el complejo de Cu/5-HTP, probablemente la coordinacion por los grupos amino y
carboxilato, incrementen la resonancia del grupo aromatico indol, por efecto inductivo,
estabilizando el radical que se genera por pérdida del atomo de H.

El complejo Cu/5-HTP fue el unico entre los ligandos y complejos medidos que mostrd
actividad antimicrobiana moderada (frente a S. aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC
29212). La complejacion mejord actividad del ligando libre pero no la del metal.
Asimismo, este complejo fue el Gnico que mostré una fuerte actividad inhibitoria de la
enzima fosfatasa alcalina, mucho mayor que las actividades medidas para el ligando y el
metal libres.

Los estudios toxicologicos indican que los complejos sintetizados son seguros puesto que
no mostraron toxicidad aguda en Artemia salina y no indujeron mutaciones de cambio de

marco de lectura ni mutaciones de sustitucion de pares de bases (Test de Ames).
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La urgencia de superar los inconvenientes biofisicos y biomédicos de los tratamientos
quimioterapéuticos actuales llevd a los cientificos a considerar los complejos de coordinacion
formados entre metales y flavonoides como opciones viables en la terapia del cancer. Tanto los
estudios in vitro como in vivo indican que los flavonoides y sus complejos de iones metélicos
ejercen efectos inhibitorios a nivel de la promocion y progresion del tumor (Uivarosi y
Munteanu, 2017). En muchos casos, se ha informado que la actividad antitumoral de los
complejos de metal flavonoides es mayor que la de los flavonoides libres (Ferrer y Williams,
2011). Esto puede estar mediado por la regulacion de ciertos eventos del ciclo celular,
alteraciones en la estructura del ADN, efectos prooxidantes o interacciones con la bicapa
fosfolipida. Se ha informado que los complejos de metal flavonoide son activos contra células
de cancer gastrico, células de carcinoma hepatocelular humano, células de carcinoma cervical
humano, células de leucemia, células de adenocarcinoma de colon humano, células de
hepatoma humano y células de cancer de osteoblastos (Selvaraj et al., 2014; Uivarosi y

Munteanu, 2017).

6.1. Actividad antiproliferativa. Viabilidad celular.

La viabilidad celular se estudid mediante el ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2ilo)-2,5-difenil Tetrazol). El fundamento de este método consiste en la reduccion del MTT
(sal de tetrazolio de color amarillo y soluble en agua) a azul de formazan (formazano de color
violeta insoluble en agua). Esta reduccion es producida por la enzima mitocondrial
succinatodeshidrogenasa de las células metabolicamente activas, brindando informacion acerca
de la viabilidad celular. Los productos de formazan generados por la reduccion celular de MTT
se disuelven en el solvente adecuado y se mide la densidad oOptica a la longitud de onda
correspondiente (Denizot y Lang, 1986; Mosmann, 1983). Esto nos permite estimar el
porcentaje de células que no murieron debido a la accion de los compuestos en estudio. En este
ensayo, una inhibicion de la viabilidad celular se pone en evidencia por una menor generacion
de color en las células tratadas respecto de las células sin tratar (basales).

En este apartado se discutirdn los resultados del ensayo del MTT en los diferentes sistemas.

Complejo VO/Baic: existen reportes sobre la actividad anticancerigena de la Baicalina

(Baic) frente a diferentes lineas celulares de cancer como la leucemia linfocitica aguda
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(ALL) (Kumagai et al., 2007), las lineas celulares de cancer de prdstata humanos (KU-1 y
EJ-1) (Chana et al., 2000), lineas celulares de cancer de vejiga murino (MBT-2) (Ikemoto et
al., 2000) y células de cancer de pulmon humano (A549) (Nayak et al, 2014). La
citotoxicidad del VOCL.H,O (VO*), Baic y del complejo Nay[VO(Baic),].6H,0
(VO/Baic) en la linea celular A549 se determin6 por el ensayo del MTT. Como se muestra
en la Figura 6.1, el VO*" no indujo citotoxicidad en las células de cancer de pulmén
humano a las concentraciones ensayadas. Baic se comporté como un agente ligeramente
anticanceroso, inhibiendo el 20% de la viabilidad celular a 100 uM (ICsp> 100 uM), en
concordancia con reportes anteriores (Nayak et al., 2014). El complejo VO/Baic exhibi6 su
efecto citotoxico de una manera dosis-respuesta (el porcentaje de supervivencia de las
células fue del 65% respecto del control a una concentracion de 100 uM). Pudo observarse
que la complejacidon mejord la accion del ligando libre, similar a las determinaciones

anteriores para complejos de Baic con cobre y aluminio (Liu et al.,, 2012).

VO/Baic

i B Coﬁcentraci(’)ri? uM K “

Figura 6.1. Efectos inhibitorios de VOCl,.H,O (VO*", ), Baicalina (Baic, A) y complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic, m) sobre la viabilidad de las células A549. La linea
celular se tratdé con diversas concentraciones de los compuestos durante 24 h. Los
resultados se expresan como el porcentaje del valor de control y representan la media + el
error estandar de la media (SEM) de tres experimentos separados. *Valores significativos

en comparacion con el valor del control (p < 0,05).

Al aumentar el tiempo de incubacion de las células con los diferentes compuestos en
estudio, se observé una mejora de sus efectos anticancerigenos (Tabla 6.1). A las 72 h de
incubacion se encontr6 un valor ICsy de 77,4 uM para Baic, en concordancia con

resultados anteriores (Gao et al, 2011; Sak, 2014; Zhu et al., 2015) y 21,7 uM para
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VO/Baic. En todos los casos, VO/Baic mejord la accion del ligando mostrando un
comportamiento dependiente del tiempo con valores bajos de ICso. Por lo tanto, se pudo
demostrar que el tiempo de exposicion afectd la viabilidad celular y en 72 horas de

incubacion el complejo mostro un fuerte efecto deletéreo en la linea celular A549.

Tabla 6.1. Valores de ICsy de Baicalina (Baic) y del complejo Nas[VO(Baic),].6H,O
(VO/Baic) a 24, 48 y 72 horas de incubacion sobre la linea celular A549.

Compuesto ICso (uM), 24 h ICso (uM), 48 h ICso (uM), 72 h
Baic >100 >100 77,4 +2,7
VO/Baic >100 44,7+ 3.5 21,7+ 1,3

Complejo VO/Api: se ha demostrado previamente que la Apigenina (Api) afectd

ligeramente a la viabilidad de las células A549 a las 24 h de incubacién (Das et al., 2012;
Liu R. et al,, 2013; Patil et al., 2015) y que el VO* no produce citotoxicidad a las células de
cancer de pulmén humano A549 a las concentraciones ensayadas (16% de inhibicion a 100
uM) (Islas et al., 2015). En la Figura 6.2A se puede observar que la viabilidad de las
células A549 a las 24 h también se vio ligeramente afectada cuando las células fueron

tratadas con el complejo [VO(Api)(H20),]CI (VO/Api) con valores de ICso> 100 pM.

% Control

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion, uM

Concentracién, uM
Figura 6.2. Efectos inhibitorios del VOCL.H,0 (VO*', ), Apigenina (Api, A) y complejo
[VO(Api)(H20):]CI (VO/Api, m) en la viabilidad de las células A549 (A) y HeLa (B). Las
lineas celulares se trataron con diversas concentraciones de los compuestos durante 24
horas. Los resultados se expresan como el porcentaje del valor del control y representan la

media + el error estandar de la media (SEM) de tres experimentos separados. *Valores

significativos en comparacion con el valor del control (p < 0,05).
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Por otra parte, el efecto de los compuestos sobre la viabilidad de la linea celular HeLa a las
24 h de incubacion fue mas pronunciado. El VO*" produjo un 40% de inhibicion de la
viabilidad celular a 100 pM (ICso> 100 uM), como se informd previamente (Banik et al.,
2011), y la citotoxicidad inducida por Api en células HeLa con aproximadamente 60% de
reduccion de la viabilidad celular a una concentracion de 100 uM (ICsp= 85,4 uM), en
concordancia con resultados anteriores (Liu R. et al., 2013; Szliszka et al., 2008; Xu et al.,
2011). El complejo VO/Api mostr6 menor citotoxicidad que el ligando a bajas
concentraciones (<50 uM) y a concentraciones mayores el comportamiento fue similar al
del ligando (Figura 6.2B). Api y VO/Api a concentraciones que van desde 2,5 a 100 uM a
48 y 72 h de incubacién mostraron una disminucion de la viabilidad celular dependiente
del tiempo (véase la Tabla 6.2) en ambas lineas celulares. Los efectos del ligando libre y
del complejo en todos los tiempos de incubacion medidos fueron similares en la linea
celular HeLa, y solo se ha demostrado una baja mejora del efecto anticancerigeno del
flavonoide tras la coordinacion para la linea celular de cancer de pulmén a 72 h de
incubacion. Cabe mencionar que para estudios realizados con el ligando libre Api, existen
algunas discrepancias en los datos de la literatura para la viabilidad celular de las lineas
A549 y Hela a las 48 y 72 h, siendo los resultados reportados bastante diferentes entre si
(Banik et al., 2011; Choudhury et al., 2013; Liu R. et al., 2013; Lu et al., 2010; Szliszka et al.,
2008; Tan et al., 2009; Xu et al., 2011; Zheng et al., 2005).

Tabla 6.2. Valores de ICsy de Apigenina (Api) y del complejo [VO(Api)(H,0),]Cl
(VO/Api) a 24, 48 y 72 horas sobre las lineas celulares A549 y HeLa.

ICso (uM), 24 h ICso (uM), 48 h ICso (uM), 72 h
Compuesto
A549 HeLa A549 HeLa A549 HeLa
Api >100 854+1,7 | 248+29 | 203+32 | 9,1 +1,8 | 7,6 £2,1
VO/Api >100 88,114 | 17,7+3,1 | 155+1,6 | 2,2+0,9 | 9,719

Complejo Cu/5-HTP: los efectos citotoxicos del 5-HTP, Cu/5-HTP y del cation cobre(II)

en las lineas celulares malignas derivadas de cancer de pulmon humano (A549), cancer
cervical (HeLa) y céncer de colon (HCT-116) se muestran en la Figura 6.3. Con la
finalidad de comparar el efecto citotoxico producido sobre las lineas celulares malignas
respecto de las normales, se determinaron también las actividades de los compuestos sobre
la linea celular de fibroblastos de pulmén humano no maligno (MRC-5). El aminoécido

natural 5-HTP mostré una baja citotoxicidad contra las lineas celulares probadas con
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valores de ICsp> 100 puM. En la linea celular A549, el Cu/5-HTP muestra un
comportamiento bifasico, induciendo el aumento de la viabilidad celular hasta
concentraciones de 100 pM y con un efecto citotoxico a altas concentraciones
(aproximadamente 40% de inhibicion a 500 uM). Sin embargo, en las lineas celulares
HeLa y HCT-116, el complejo inhibi6 la viabilidad celular de una manera dosis-respuesta
(aproximadamente 50% de inhibicion a 100 uM). Asimismo, los resultados para el cation
cobre(Il) muestran que la citotoxicidad in vitro es insignificante, en concordancia con

estudios publicados previamente (Figura 6.3) (Fatfat et al., 2014; Travnicek et al., 2012).
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Cu/5-HTP + Cu/5-HTP 1
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Figura 6.3. Efectos inhibitorios del CuCl.2H,O (Cu*’, e), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP, A)
y complejo [Cu(5-HTP);].H,O (Cu/5-HTP, m) en la viabilidad de las células A549 (A),
HeLa (B), HCT-116 (C) y MRC-5 (D). Las lineas celulares se trataron con diversas
concentraciones de los compuestos durante 24 horas. Los resultados se expresan como el
porcentaje del valor del control y representan la media + el error estdndar de la media
(SEM) de tres experimentos separados. *Valores significativos en comparacion con el

valor del control (p < 0,05).
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Una forma razonable de evaluar la actividad anticancerigena in vitro es evaluar la
capacidad de los fArmacos para destruir células cancerigenas sin afectar significativamente
a las células no malignas. Para ello, se selecciono la linea celular MRC-5. En la Figura
6.3D se puede observar que los compuestos no mostraron toxicidad contra la linea normal
de fibroblastos. Los resultados para el CuCl, en esta linea celular concuerdan con
determinaciones previas (Recio Despaigne et al., 2014). Ademas, estos compuestos no
mostraron toxicidad aguda en el ensayo de Artemia salina ni efectos mutagénicos en el

Test de Ames (véase seccion 5.4).

6.2. Efectos pro-oxidantes.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) como el radical hidroxilo (OH®), el radical anion
superoxido (0,*), el peroxido de hidrogeno (H,0,), el radical peroxilo (ROO®), el 6xido
nitrico (NO®) y las especies reactivas de nitrogeno (ERNs) que son espontaneamente
generadas en las células durante el metabolismo, son capaces de causar dafio oxidativo
cuando se producen en cantidades excesivas. Las EROs han sido implicados en la
patogénesis de una amplia variedad de enfermedades humanas que alteran la funcion del
aparato genético y pueden oxidar y dafiar &cidos nucleicos, proteinas y lipidos, que son los
principales componentes de las membranas celulares y también conducen a la muerte
celular (Coimbra Diniz et al., 2015). Las células normales contienen menos cantidades de
EROs y antioxidantes en relacion con las células cancerosas y la homeostasis de las EROs
sufre pequefos cambios con la pérdida de EROs o antioxidantes, manteniendo las células
viables y funcionales. Por el contrario, las células cancerosas tienen mayores niveles de
EROs y antioxidantes, y entonces el aumento de la generacion de EROs y/o la inhibicion
de los antioxidantes produce la muerte de las células cancerosas por estrés oxidativo,
mientras que el efecto contrario (la prevencion de la generaciéon de EROs o tratamiento con
antioxidantes) produce citostasis y posiblemente senescencia (Gibellini et al, 2010;
Sullivan y Chande, 2014). Por lo tanto, el estado pro-oxidativo persistente que caracteriza a
las células cancerosas, asi como sus multiples mecanismos de adaptacion para minimizar
los efectos del dafio oxidativo pueden utilizarse para desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas. Para tratar de dilucidar el mecanismo de accion de los compuestos en estudio,
se evalud la generacion de EROs celular (efecto pro-oxidante).

Las enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa,
tiorredoxina y glutaredoxina desempefian un papel importante en la eliminacion de EROs y

el mantenimiento del estado redox en las células. Ademas, muchos eliminadores de
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radicales hidroéfilos tales como 4cido ascérbico (vitamina C) y eliminadores de radicales
lipofilos como a-tocoferol (vitamina E) protegen a las células del dafo oxidativo causado
por EROs (Padayatty et al., 2013; Stephens et al., 1996). Estos antioxidantes no enzimaticos
(vitamina C, vitamina E y glutation reducido) constituyen la segunda linea de defensa del
cuerpo (Mahdi, 2002). La vitamina C depura los radicales superoxido, hidroxilo, peréxido
de hidrégeno y oxigeno singlete y es oxidada por una variedad de otros oxidantes tales
como haldégenos, quinonas y radicales de fenoxilo. Por otra parte la vitamina E es el
antioxidante liposoluble més importante en los seres humanos. Es un eliminador de
radicales peroxilo y por lo tanto inhibe las reacciones en cadena en la peroxidacion lipidica
(Janisch et al., 2005).

Por lo antes mencionado, y para evaluar si el mecanismo de accion de los compuestos se
produce via el estrés oxidativo, se determind para cada compuesto la generacion de EROs
por parte de los mismos y se ensayaron ademas en presencia de una mezcla de vitaminas C

y E o del antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC).

Complejo VO/Baic: para una mejor comprension de los posibles mecanismos implicados

en la citotoxicidad de los compuestos en la linea celular A549, se evalu6 el efecto de Baic
y VO/Baic en la generacion de EROs celular a través de la sonda de oxidacion H2DCFDA.
Los resultados mostraron que el VO** no aumento los niveles de EROs celulares (Figura
6.4) y VO/Baic produjo un incremento de los niveles de EROs de una manera dependiente
de la dosis con diferencias estadisticamente significativas en todo el rango de
concentraciones (p < 0,05). A una concentracion de 100 uM el complejo causdé un
incremento a 260 % de EROs sobre las células tumorales (con respecto al estado basal,
células sin tratar, de 100 %) y la Baic produjo un bajo incremento de los niveles de EROs
(a 150% en 100 uM). El aumento de las especies reactivas de oxigeno con la concentracion
de los compuestos afiadidos es consistente con la mayor inhibicion de la viabilidad celular
producida por el flavonoide y el complejo donde la diferencia en la produccion de EROs
por parte del complejo en relacion al ligando pueda explicar las diferencias observadas en
el efecto entre ambos.

Para determinar los efectos de las EROs en la viabilidad celular, las células de cancer de
pulmén humano se incubaron con Baic o VO/Baic junto con antioxidantes naturales
(mezcla de vitaminas C y E). Se puede observar a partir de la Figura 6.5A que Baic y
VO/Baic, se comportaron como las células no tratadas, siendo las viabilidades celulares

como las de las células basales. Los mismos resultados se obtuvieron usando otro
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eliminador de radicales libres, N-acetil-L-cisteina (NAC) (Figura 6.5B). Se puede observar
que mientras que los compuestos afiadidos generan estrés oxidativo en las lineas celulares
que producen la inhibicion de la viabilidad celular, la incubacion de los compuestos con la
adicion de antioxidantes fuertes evita la muerte celular por la depuracion de los radicales

libres generados.

300

250

50 A

0 2'0 4'0 6'0 8'0 1(;0 120

Concentracion, uM
Figura 6.4. Efecto de VOCL.H,O (VO*>", e), Baicalina (Baic, A) y complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic, m) sobre la oxidacion de H2ZDCFDA a DCF. Las células
A549 fueron incubadas a 37 °C en presencia de 10 uM de H2DCFDA. Los valores se

expresan como el porcentaje del control y representan la media + SEM. *Valores

significativos en comparacion con el valor del control (p < 0,05).

Para confirmar esta hipotesis, los niveles de EROs celular se midieron nuevamente en las
lineas celulares con el pretratamiento de N-acetil-L-cisteina (NAC) y Baic o VO/Baic.
Puede verse en la Figura 6.6 que los niveles de EROs se redujeron completamente a los
niveles de EROs naturales de la linea celular de cancer no tratada. La comparacion con los
resultados mostrados en la Figura 6.4 sugiere que el estrés oxidativo generado por la
accion de Baic y VO/Baic en ausencia de agentes antioxidantes es uno de los posibles
mecanismos de muerte celular, en concordancia con algunos resultados informados para el

flavonoide Baicalina (Chen et al., 2012; Lu et al., 2007).
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Figura 6.5. Efectos inhibitorios de Baicalina (Baic, A) y complejo Nas[VO(Baic),;].6H,O
(VO/Baic, m) sobre la viabilidad de las células A549 en presencia de una mezcla de
vitaminas C y E (cada una a 50 uM) (A) y NAC (B). La linea celular se tratd con diversas
concentraciones de los compuestos y una mezcla de vitaminas y NAC a 37°C durante 24 h.
Los resultados se expresan como el porcentaje del valor del control y representan la media
+ el error estandar de la media (SEM) de tres experimentos separados. Los valores no

presentan diferencias significativas con el valor del control (p < 0,05).
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Figura 6.6. Efecto de N-acetil-L-cisteina (NAC, 5 mM) sobre la produccion de EROs
inducida por Baicalina (Baic, A) y complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic, m). Los
valores se expresan como un porcentaje del nivel de control y representan la media £ SEM.

*Valores significativos en comparacion con el valor del control (p < 0,05).
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Complejo VO/Api: para este complejo asi como para su ligando, se utilizd el mismo

procedimiento anterior mediante el cual se examinaron los niveles intracelulares de EROs
en células A549 y HeLa tratadas con los compuestos usando la sonda H,DCFDA. Si bien,
los datos relacionados al efecto del VO* son conocidos de forma previa, se determinan
nuevamente a modo de referencia. Se puede observar en la Figura 6.7 que tanto el
flavonoide Apigenina como el complejo VO/Api produjeron los mismos efectos en ambas
lineas celulares. En la linea celular A549, ambos compuestos produjeron un ligero
incremento de los niveles de EROs en concentraciones superiores a 80 uM. Al igual que lo
determinado anteriormente en el sistema VO/Baic, el VO** no aument6 los niveles de

EROs celulares.
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Figura 6.7. Efecto del VOCL.H,O (VO*>", ), Apigenina (Api, A) y complejo
[VO(Api)(H20):]CI (VO/Api, m) sobre la oxidacion de H,DCFDA a DCF. Las células
A549 (A) y HeLa (B) se incubaron a 37°C en presencia de 10 uM de H,DCFDA. Los
valores se expresan como el porcentaje con el valor del control y representan la media +

SEM. *Valores significativos en comparacion con el valor del control (p < 0,05).

Para comprender un poco el comportamiento observado para Apigenina, se compara su
efecto con el del flavonoide estructuralmente relacionado, Luteolina (Naso et al., 2016a).
La actividad anticancerigena de Luteolina, que posee alta capacidad de captacion de
peroxilo, en la linea celular A549 a las 24 h de incubacidn es mayor que la de Apigenina
(que resulté mejor secuestrante de radical hidroxilo). Sin embargo, en ambos casos la
complejacion no produjo mejoras en el comportamiento citotoxico ni en la generacion de
EROs celular con respecto a los ligandos, a pesar que el poder antioxidante in vitro fue
diferente luego de la complejacion con VO*' debido a los diferentes modos de

coordinacion con cada flavonoide. Es importante mencionar que a pesar que la produccion
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de EROs de ambos compuestos en la linea celular A549 es similar para los ligandos y los
complejos, en el caso de Api y VO/Api, la produccion de EROs y los efectos citotoxicos
comienzan en paralelo (en concentraciones superiores a 80 UM a 24 h de incubacion). Por
lo tanto, los mecanismos de estrés oxidativo generado por la capacidad pro oxidante de los
compuestos en células podrian ser los responsables de la muerte celular en ambos casos.
Por otro lado, el tratamiento con Api y VO/Api en células HelLa causé una mejora
significativa en la acumulacion de EROs en las mitocondrias con un comportamiento dosis
dependiente (aproximadamente 230% del valor del control a 100 uM) en comparacién con
las células control (no tratadas). El VO**, como ya vimos, genera un menor incremento de
los niveles de EROs (150% a 100 uM). Por consiguiente, el aumento del estrés oxidativo
inducido por los compuestos se correlaciona bastante bien con la inhibicion de la
viabilidad celular en ambas lineas.

Para confirmar esta hipdtesis, y de la misma manera que se procedid en los ensayos con
VO/Baic, se estudi6 el efecto de Api y VO/Api sobre la viabilidad celular en presencia de
una mezcla de vitaminas C y E (Figura 6.8) y el efecto de NAC sobre el nivel de EROs

(Figura 6.9) generado por los compuestos en ambas lineas celulares.
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Figura 6.8. Efectos inhibitorios de Apigenina (Api, A) y complejo [VO(Api)(H,0),]Cl
(VO/Api, m) sobre la viabilidad de las células A549 (A) y HeLa (B) en presencia de una
mezcla de vitaminas C y E (cada una a 50 uM). La linea celular se tratd6 con diversas
concentraciones de los compuestos y una mezcla de vitaminas a 37°C durante 24 h. Los
resultados se expresan como el porcentaje con el valor del control y representan la media +
el error estandar de la media (SEM) de tres experimentos separados. Todos los valores no

son diferentes en comparacion con el valor del control (p < 0,05).

161



Capitulo 6: Actividad anticancerigena

Se puede observar que cuando las células se incubaron en presencia de antioxidantes
naturales se recupero la viabilidad de las células tratadas. Por otra parte, el pretratamiento
de ambas lineas celulares con 5 mM de NAC y Api o VO/Api suprimid la generacion de
EROs en las lineas celulares A549, y redujo los niveles de EROs en células HeLa tratadas
con respecto a las células no tratadas. Por lo tanto, se puede inferir que el estrés oxidativo

estd implicado en el mecanismo de muerte celular.
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Figura 6.9. Efecto de N-acetil-L-cisteina (NAC, 5 mM) sobre la produccion de EROs
inducida por Apigenina (Api, A) y por el complejo [VO(Api)(H,0),]C1 (VO/Api, m) en
las lineas celulares A549 (A) y HeLa (B). Los valores se expresan como un porcentaje del
valor del control y representan la media + SEM. *Valores significativos en comparacion

con el valor del control (p < 0,05).

El glutation es el principal regulador no enzimatico de la homeostasis redox intracelular,
ubicuo en todos los tipos de células a concentracion milimolar. Existe en dos formas,
reducida (GSH) y oxidada (GSSG) y participa en reacciones redox por la oxidacion
reversible de su tiol activo. Dentro de las células, el GSH total existe libre y ligado a
proteinas. Dado que la enzima glutation reductasa, que devuelve el glutation libre de su
forma oxidada, es constitutivamente activa e inducible sobre el estrés oxidativo, el
glutation libre estd presente casi exclusivamente en su forma reducida (Masella et al,
2005). En las células de mamifero en condiciones fisiologicas, se sabe que el GSH esta
presente con concentraciones en estado estacionario de 1-10 mM en eritrocitos. La relacion
global de GSH/GSSG en una célula suele ser mayor que 100:1, y la pareja redox
GSH/GSSG se utiliza como indicador de los cambios en el entorno redox y del estrés
oxidativo en la célula. En varios modelos de estrés oxidativo, esta relacion se ha

demostrado que disminuye a valores de 10:1 e incluso 1:1 (Zitka et al., 2012). Para ampliar
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el estudio de los efectos pro-oxidantes en el sistema VO/Api, se midio la concentracion de
GSH y GSSG en las lineas celulares y se calculd la relacion GSH/GSGG porque la

deplecion de GSH por si misma no es una causa principal de citotoxicidad.

N}
S}

A - Api B _— A
=3 vo* = vo*
100 4 B VO/Api B VO/Api

o
S}

®
S}

N
o

ug GSH/mg proteina (% Control)
Relacion GSH/GSSG (% Control)

25 5 10 25 50 75 100 25 5 10 25 50 75 100
Concentracion, uM Concentracion, uM
120 120
c [ D -
— vo* 3 vo
100 7 I VO/Api 100 B VO/Api

80

60

40 1

ng GSH/mg proteina (% Control)
Relacién GSH/GSSG (% Control)

25 5 10 25 50 75 100 25 5 10 25 50 75 100
Concentracion, uM Concentracion, uM

Figura 6.10. Efecto del cation de VOCL.H,0 (VO®), Apigenina (Api) y complejo
[VO(Api)(H20):]CI (VO/Api) sobre los niveles celulares de GSH y la relacion GSH/GSSG
en células A549 (A, B) y HeLa (C, D). Los resultados se expresan como media = SEM de
tres experimentos independientes, *Diferencias significativas en comparacion con el valor

del control (p < 0,05).

La concentracion del agente antioxidante natural GSH se determiné en las lineas de cancer
A549 y HeLa incubando las células con diferentes concentraciones de los compuestos.
Asimismo, se midieron los niveles de glutation oxidado, GSSG, y se calcul6 la relacion
GSH/GSGG. En la Figura 6.10A se puede observar que para la linea celular A549 los
niveles de GSH se redujeron aproximadamente un 13%, 17% y 52% por el agregado de
Api, VO** y VO/Api, respectivamente (100 pM, p< 0,05). Se debe remarcar que los

resultados obtenidos para Api concuerdan con reportes anteriores (Das et al, 2012;
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Kachadouriana y Day, 2006). En la linea celular HeLa los compuestos produjeron una
disminucion de cerca del 50% de los niveles de GSH (Fig. 10C). Como puede verse en las
Figs. 10B y 10D, Api, VO** y VO/Api indujeron una disminucion de la relacion
GSH/GSSG en ambas lineas celulares. En la linea celular A549 si bien el complejo
produjo una mayor disminucion de GSH que el ligando, la producciéon de EROs y la
viabilidad celular fueron similares para el ligando y el complejo. Sin embargo, los
resultados indican que la relacion GSH/GSSG es similar para los dos compuestos, y la
disminucion de dicha relacion con la concentracion de los compuestos se debe no sélo a
una disminucioén en el nivel de GSH sino también a una acumulacion de GSSG producido

por el dafio oxidativo.

Complejo Cu/5-HTP: para investigar la posible produccion de EROs por los compuestos

en las lineas celulares A549, HeLa y HCT-116, las células se incubaron con diferentes
concentraciones de los compuestos durante 24 h. Para la linea celular A549 se puede
observar que cuando las células se incuban con concentraciones de hasta 100 uM de los
compuestos, no se observa un aumento significativo en la generacion de EROs en
comparacion con el control (Figura 6.11). A una concentracion superior a 250 uM los
compuestos produjeron una ligera disminucién en la produccion de EROs. El
comportamiento sobre la produccion de EROs tanto del 5-HTP como del CuCl, es similar
en las lineas celulares HeLa y HCT-116 (Figura 6.11) generando un ligero incremento en
los niveles de EROs con el aumento de concentracion, medidos hasta 100 uM. Por otro
lado, el complejo Cu/5-HTP produjo un incremento en los niveles de EROs intracelulares
en ambas lineas celulares de una manera dependiente de la dosis (alrededor de 160-170% a
100 uM). Estos resultados se correlacionan con los efectos de disminucion de la viabilidad
celular observados en las lineas celulares de cancer de colon y cancer cervical humanos.

Teniendo en cuenta que en la linea celular de cancer de pulmon humano los compuestos
produjeron una reduccioén en la viabilidad celular asociada con una disminucién de los
niveles de EROs intracelulares, se ha realizado el experimento de medicion de EROs
reduciendo el tiempo de incubacion. La linea celular A549 se incub6 con concentraciones
de 250 y 500 uM de los compuestos durante 2 horas. Se observé un aumento en la
produccion de EROs dependiente de la dosis para CuCl, y Cu/5-HTP (Figura 6.12) que
muestra que la produccion de EROs pueden iniciarse en tiempos mas cortos y que esta
significativamente asociada con la muerte celular observada a las 24 h de incubacion

(Figura 6.3).
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Figura 6.11. Efecto del CuCl,.2H,0 (Cu®", @), 5-Hidroxitriptofano (5-HTP, A)y complejo
[Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP, m) sobre la oxidaciéon de H,DCFDA a DCF. Las células
A549 (A), HeLa (B) y HCT-116 (C) se incubaron a 37°C durante 24 h en presencia de 10
uM de H,DCFDA. Los valores se expresan como el porcentaje con el valor del control y
representan la media + SEM. *Valores significativos en comparacion con el valor del

control (p < 0,05).
Estos resultados muestran que el complejo Cu/5-HTP mejora la actividad del aminoéacido

natural en las tres lineas celulares tumorales evaluadas sin afectar la viabilidad normal de

los fibroblastos, siendo el estrés oxidativo uno de los posibles mecanismos de accidn.
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Figura 6.12. Efecto del CuClL.2H,0 (Cu®"), 5-Hidroxitriptéfano (5-HTP) y complejo
[Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP) sobre la oxidacion de H,DCFDA a DCF. Las células A549
se incubaron a 37°C durante 2 h en presencia de 10 pM de HoDCFDA. Los valores se
expresan como el porcentaje con el valor del control y representan la media + SEM.

*Valores significativos en comparacion con el valor del control (p < 0,05).
6.3. Morfologia celular.

Los cambios morfologicos producidos en las células tratadas con el agente en estudio brindan
informacion valiosa respecto del probable mecanismo de muerte celular. La necrosis y la
apoptosis son dos mecanismos que llevan a la muerte celular por diferentes vias. En la necrosis
no se observan cambios morfologicos en los nucleos porque la muerte se debe al dafio de la
membrana celular y pérdida de material intracelular. En la apoptosis los cambios morfologicos
(condensacion del citoplasmatica y nuclear, fragmentacion del nicleo, presencia de burbujas
en las membranas y presencia de nucleos picnoéticos) son muy notorios (Saraste y Pulkki,

2000).

Complejo VO/Baic: teniendo en cuenta los efectos citotoxicos de VO/Baic en las células de

cancer de pulmén humano se investigd su accion sobre la morfologia celular (Figura 6.13).
La mayoria de las células A549 no tratadas mostraron una morfologia epitelial y una
adhesion cercana a célula-célula (Ren et al., 2015). Tras el tratamiento con 100 uM de
VO/Baic durante 24 h se observaron cambios morfologicos. Las células mostraron

condensacion del citoplasma y aparecieron protusiones estrechas.
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Figura 6.13. Efecto en la morfologia de las células A549 tratadas con el complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic). Las células se incubaron durante 24 h sin adicion del
compuesto en estudio (control) y con adicién del VO/Baic (10 y 100 uM, 40 x).

Complejo VO/Api: las células A549 y HeLa expuestas a 100 uM de VO/Api durante 24 h

mostraron cambios morfologicos, evidenciados por la condensacion del citoplasma y la
presencia de nucleos picnéticos. El complejo VO/Api a la concentracion de 10 p M no
produce un efecto aparente en comparacidon con el control no tratado en ambas lineas

celulares (Figura 6.14).

Control 10 uM VO/Api 100 uM VO/Api

Figura 6.14. Efecto en la morfologia de las células A549 (A) y HeLa (B) tratadas con el
complejo [VO(Api)(H20),]Cl (VO/Api). Las células se incubaron durante 24 horas sin
adicion del compuesto en estudio (control) y con adicion del VO/Api (10 y 100 uM, 40 x).
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Estos resultados coinciden con los efectos observados en el ensayo MTT, en el que Api y
VO/Api mostraron un efecto inhibitorio significativo sobre la viabilidad de células de

cancer de pulmon humano y cancer de cuello uterino en particular a las 48 h de incubacion.

Complejo Cu/5-HTP: el ensayo con células A549 mostr6 morfologia epitelial, adhesion

celular estrecha y contorno celular definido (Ren et al., 2015). Después del tratamiento con
500 uM de Cu/5-HTP, se pueden observar cambios morfologicos tales como contraccion

celular y presencia de nucleos picnéticos.

-

50 uM Cu/5-HTP 100 uM Cu/5-HTP

Control |

Figura 6.15. Efecto en la morfologia de las células A549 (A), HeLa (B) y HCT-116 (C)
tratadas con el complejo [Cu(5-HTP),].H,O (Cu/5-HTP). Las células se incubaron durante
24 horas sin adicion del compuesto en estudio (control) y con adicion del Cu/5-HTP (50,

100 y 500 uM, 40 x).
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Las células HeLa no tratadas muestran su forma tipica romboide-tetraédrica y nucleos
pleomorficos (Martinez-Ramos et al., 2005) y después del tratamiento con Cu/5-HTP,
especialmente a 100 pM, puede observarse encogimiento, presencia de lamelipodios,
condensacién nuclear y muchas células desprendidas. Las células HCT-116 presentan una
morfologia tipica de nucleos definidos y presencia de nucléolos (Groden et al., 1995). Se
observaron cambios morfoldgicos como nucleos condensados y contraccion celular cuando
se incubaron con el complejo en concentracion de 100 uM (Figura 6.15). En los tres casos,
la disminucioén en el nimero de células coincide con los resultados obtenidos por el ensayo

de MTT.
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6.4. Conclusiones preliminares

Como conclusion del efecto de los compuestos en las lineas celulares puede observarse que los
complejos de coordinacion VO/Baic, VO/Api y Cu/5-HTP mostraron actividad antitumoral
frente a las lineas de cancer ensayadas. Los ligandos Baic y Api (flavonoides) muestran
actividad antitumoral intrinseca a diferencia del aminoacido 5-HTP. La complejacion mejoro
la actividad antitumoral del complejo VO/Baic incluso a periodos de incubacion corta,
mientras que sOlo se observa una ligera mejoria de la actividad en VO/Api en periodos de
incubacion largos sobre las células de cancer de pulmén. No obstante, el efecto antitumoral de
VO/Api es mas marcado sobre la linea de cancer cervical respecto de la linea de cancer
pulmonar. Por otra parte, la complejacion del 5-HTP mejora la actividad antitumoral del
mismo principalmente frente a las lineas de céancer cervical y de cancer de colon. La
disminucién en la viabilidad celular y los cambios morfologicos observados ponen en
evidencia la actividad antitumoral de los complejos sintetizados. En lineas generales la
actividad es dependiente de la dosis y del tiempo.

Los resultados de los ensayos de generacion intracelular de EROs (con y sin agregado de los
agentes antioxidantes) sugieren que el mecanismo de accion antitumoral en todos los casos
esta asociado al estrés oxidativo generado por el agregado de los compuestos, puesto que el
incremento en la generacion de EROs se correlaciona con la disminucion de la viabilidad
celular (del ensayo MTT).

Para el complejo Cu/5-HTP, los estudios antitumorales fueron complementados con estudios
de citotoxicidad sobre una linea de células normales para demostrar que la citotoxicidad del
complejo es selectiva (dirigida a las células tumorales). Este ensayo y los estudios de toxicidad
aguda (Test de Artemia salina) y genotoxicidad (Test de Ames) realizados para todos los

complejos sugieren que los mismos podrian ser candidatos para el tratamiento del cancer.
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La biodisponibilidad se define como la velocidad y cantidad de fArmaco que llega al sitio de
accion y se encuentra disponible para ejercer su efecto farmacolégico. La albimina sérica es la
proteina mas abundante en el plasma sanguineo e interviene en el transporte y disposicion de
farmacos. Por lo tanto, la capacidad de union de un farmaco a la albumina sérica en sangre
puede tener un impacto significativo en la distribucion, concentracion libre y metabolismo del
mismo. En este contexto, la investigacion de la interaccion farmaco-proteina tiene un
importante significado en la farmacologia (Zhao et al, 2012). La albimina sérica puede
reaccionar mediante uniéon reversible no covalente con un gran nimero de compuestos
endogenos y exogenos, por lo que se utiliza a menudo en estudios de interaccion farmaco-
proteinas. La albumina sérica bovina (ASB) es similar a la albimina sérica humana (ASH) en
la estructura terciaria y con secuencias altamente homoélogas (76,52%) (Tang et al., 2014). La
ASB es adecuada como proteina modelo para la liberacion de farmacos debido a su
importancia médica, abundancia, bajo costo, facilidad de purificacion, propiedades inusuales
de unién al ligando y que es ampliamente aceptada en la industria farmacéutica (Bi et al., 2012;
Tang et al., 2014; Zhao et al., 2012). Los pardmetros cuantitativos utilizados para caracterizar
las interacciones farmaco-albiimina son principalmente la constante de desactivacion de Stern-
Volmer (K,), la constante de union (K,) y el nimero de sitios de unidn (n), que se obtienen

mediante modelos matematicos utilizando resultados experimentales (Tang et al., 2014).

7.1. Estudios de desactivacion (quenching) de la albumina.

Las técnicas utilizadas comunmente para detectar la interaccion entre el farmaco y la albimina
sérica incluyen espectroscopia de fluorescencia, espectrofotometria UV, espectroscopia de
dicroismo circular, espectroscopia Raman, resonancia magnética nuclear y electroquimica
(Shang y Li, 2010; Tang et al., 2014). La determinacion por espectroscopia de fluorescencia es
altamente sensible, rdpida y simple, y los espectros de fluorescencia pueden dar informacion
acerca de los cambios en el ambiente local del fluoréforo. La accesibilidad de los
desactivadores (quenchers) a los fluoréforos de la albumina puede ser revelada midiendo la
desactivacion (quenching) intrinseca de la fluorescencia de la ASB. Este estudio ayuda a
comprender los mecanismos de union de la albimina a los compuestos y proporciona pistas
sobre la naturaleza del fenémeno de union (Shang y Li, 2010). La disminuciéon de la

fluorescencia se puede producir por varias razones, algunas triviales y otras por interaccion
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entre los quenchers y el fluoréforo. Este tltimo tipo de interaccion puede dar una valiosa
informacion sobre la accesibilidad de triptofanos a diferentes quenchers, y es una herramienta
metodologica que permite visualizar cambios conformacionales, union de ligandos, o
asociacion de proteinas en solucion.

A continuacién se describen los estudios de desactivacion de la ASB para los ligandos
baicalina y apigenina y sus respectivos complejos de oxidovanadio(IV). El complejo [Cu(5-
HTP),].H,O (Cu/5-HTP) no pudo estudiarse por esta metodologia porque presenta
fluorescencia a la misma longitud de onda que la ASB. La fluorescencia del 5-
hidroxitriptéfano presente en el complejo interfiere en el ensayo impidiendo el monitoreo de
desactivacion de la ASB. Al aumentar la concentracion del complejo o ligando, aumento la
fluorescencia medida. Esto se debe a que la ASB tiene dos residuos de triptéfano (situado en
las posiciones 134 y 212) que poseen fluorescencia intrinseca (Moriyama et al., 1996) y la base

metodologica de este ensayo es la medicion de la disminucion de dicha fluorescencia.

Complejo VO/Baic: los estudios relativos a la interaccion y el transporte potencial por la

ASB se realizaron con el ligando Baicalina (Baic) y el complejo Nays[VO(Baic),].6H,O
(VO/Baic) midiendo la intensidad de fluorescencia de la ASB antes y después de la adicion de
estos compuestos (Figura 7.1). La interaccion con el cation de oxidovanadio(IV) (VO*) se
discuti6 previamente (Islas et al., 2015). Se ha demostrado que el incremento de las
concentraciones de VO sélo produjo una desactivacion del 10% a los valores més altos de
concentracion ensayada. La ASB tiene dos residuos de triptofano que poseen fluorescencia
intrinseca, mientras que Baic y VO/Baic no muestran fluorescencia intrinseca en las
condiciones experimentales (datos no presentados).

Para los experimentos (Figura 7.1) pueden realizarse las siguientes observaciones:

(1) La intensidad de fluorescencia de la banda caracteristica de la ASB disminuy6 conforme
fue aumentando la concentracion de los compuestos en estudio, indicando interacciones entre
los compuestos y la proteina,

(ii) Dicha desactivacion de la fluorescencia es acompanada por un desplazamiento hacia el
rojo de la posicion del maximo de la banda en los espectros. Este desplazamiento de la
longitud de onda de la banda de emision sugiere un cambio en la fluorescencia intrinseca del
resto triptofano de la ASB, lo que indica una modificacién en la polaridad alrededor del
residuo, con alteracion de la estructura del subdominio hidrofébico donde se encuentran
estos residuos, llevandolo hacia un entorno més hidroéfilo provocando una modificacion en la

estructura secundaria de la proteina (Itri et al., 2004).
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(iii))Se puede observar que VO/Baic ocasion6 una desactivacion total a 40 puM de
concentracion y que Baic ocasion6 un 70% de desactivacion de la intensidad de fluorescencia

de BSA a la misma concentracion.
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Figura 7.1. Experimentos de desactivacion de la fluorescencia intrinseca de la albumina sérica
bovina (ASB). Espectros de las soluciones con concentracion fija de ASB (6 uM) y diferentes
concentraciones de cada compuesto a 298 K. Las concentraciones utilizadas fueron: 0 (basal);
2,5; 10; 20; 30; 40; 50; 75 y 100 uM de Baicalina (A) y 2,5; 10; 20; 30 y 40 uM del complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (B).

Para confirmar el mecanismo de desactivacion se analizaron los datos de fluorescencia a
diferentes temperaturas mediante el uso de la ecuacion de Stern-Volmer. La Figura 7.2 muestra
las gréaficas de Stern-Volmer de la desactivacion de la fluorescencia de la ASB por Baic (A) y
VO/Baic (B) a diferentes temperaturas. Se puede observar que las curvas se desvian en gran
medida de la linealidad a concentraciones superiores a 30 uM. La curvatura ascendente indicé
que el tipo de desactivacion es combinada (mediante un mecanismo tanto estitico como
dinamico) (Lakowicz, 2013), pero a concentraciones mas bajas se produce probablemente un
unico mecanismo de desactivacion (estatico o dinamico). Las curvas de Stern-Volmer se
utilizaron para elucidar estos supuestos mecanismos a concentraciones mas bajas, y se obtuvo
una correlacion lineal para ambos compuestos (Figuras 7.2C y 7.2D). En la Tabla 7.1 se
presentan los valores de las constantes de desactivacion de Stern-Volmer (K,) calculadas que,
a su vez, muestran una disminucion con la temperatura. Cuando se calcularon los valores de la
constante de desactivacion bimolecular (K,) utilizando la relacion K= Ky/to, ©=10" s, se
obtuvieron valores mucho mayores que el valor maximo para una constante de desactivacion

dinamica (2,0 x 10" M s™). Estos resultados sugieren que la interaccion entre los compuestos
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y la ASB ocurri6 mas probablemente por desactivacion del tipo estatica lo que implica la

formacioén de un compuesto ASB-complejo (Shi et al., 2010).
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Figura 7.2. Grafico de Stern-Volmer para la desactivacion de la fluorescencia de la ASB
con diferentes concentraciones de Baicalina (A) y del complejo Nas[ VO(Baic),].6H,O (B)
a diferentes temperaturas ((®), 298 K; (¥), 303 K; (m), 310 K), Aex = 280 nm. Graficos
insertados: Fo/F en funcion de [Q] para Baicalina (C) y para el complejo

Nay[VO(Baic),].6H,O (D) a las concentraciones mas bajas.

Tabla 7.1. Valores de K, y K4 para la interaccion de union de Baicalina (Baic) y del
complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) con la ASB (6 uM) en buftfer Tris-HCI (0.1 M,

pH 7.4) a diferentes temperaturas.

Compuesto T (K) Ko (x 1_?4) g Ka(x 1(_)112)
(Lmol™) (Lmol™)
298 7,86 + 0,52 0,98 7,86 £ 0,52
Baic 303 7,79 £ 0,78 0,98 7,79 £ 0,78
310 7,10 £ 0,53 0.99 7,10 +£0,53
298 41,57 £0,22 0,99 41,57 +£0,22
VO/Baic 303 33,27 +£0,35 0,99 33,27 +£0,35
310 20,06 = 0,57 0,97 20,06 + 0,57

2 . S
r~ es el coeficiente de correlacion para los valores de Kgy.

Complejo VO/Api: los estudios relativos a la interaccion y el transporte potencial por la
ASB se realizaron con el ligando Apigenina (Api) y el complejo [VO(Api)(H,0),]Cl
(VO/Api) midiendo la intensidad de fluorescencia de la ASB antes y después de la adicion

de estos compuestos. Los efectos del ligando y el complejo sobre la fluorescencia

174



Capitulo 7: Ensayos de biodisponibilidad: interaccién con albiumina

intrinseca de la ASB se muestran en la Figura 7.3. Para ambos compuestos, la intensidad
de fluorescencia de la ASB disminuy6 conforme aumenta la concentracion de los mismos,
acompafado de un ligero desplazamiento de las longitudes de onda de maxima emision
hacia el azul sugiriendo que la union estd posiblemente asociada con cambios en el entorno

dieléctrico de al menos uno de los dos anillos de indol en la ASB (Bi et al., 2012).

8e+5 Basal 8e+5 - B
6e+5

6e+5 -

4e+5 4e+5

Intensidad de Fluorescencia
Intensidad de Fluorescencia

2e+5 2e+5

T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

T
400 420

Figura 7.3. Experimentos de desactivacion de la fluorescencia intrinseca de la albimina
sérica bovina (ASB). Espectros de las soluciones con concentracion fija de ASB (6 uM) y
diferentes concentraciones de cada compuesto a 298 K. Las concentraciones utilizadas
fueron: 0 (basal); 2,5; 5; 7,5; 10; 20; 30 y 40 uM de Apigenina (A) y del complejo
[VO(Api)(H.0),]CI (B).

Para confirmar el mecanismo de desactivacion se analizaron los datos de fluorescencia a
diferentes temperaturas con la ecuacion de Stern-Volmer. La Figura 7.4 muestra las graficas de
Stern-Volmer de la desactivacion de la fluorescencia de la ASB por Api (A) y VO/Api (B) a
diferentes temperaturas. Se puede observar que las curvas se desvian en gran medida de la
linealidad a concentraciones superiores a 10 pM. La curvatura ascendente indic6 que el tipo de
desactivacion es combinada (Lakowicz, 2013), pero a concentraciones mas bajas se produce
probablemente un unico mecanismo de desactivacion. Las curvas de Stern-Volmer se
utilizaron para elucidar estos supuestos a concentraciones mas bajas, y se obtuvo una
correlacion lineal para ambos compuestos (Figuras 7.4C y 7.4D). En la Tabla 7.2 se presentan
los valores calculados de Ky, que muestran una disminucion con la temperatura. Cuando se
calcularon los valores de K, se obtuvieron valores mucho mayores que el valor maximo para
una constante de desactivacion dinamica (2,0 x 10" M™ s™). Estos resultados sugieren, al igual

que en el caso anterior, que la interacciéon entre los compuestos y la ASB ocurri6
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probablemente por desactivacion estatica indicando la formacion de un compuesto ASB-

complejo (Lakowicz, 2013).

@m R

Figura 7.4. Grafico de Stern-Volmer para la desactivacion de la fluorescencia de la ASB con
diferentes concentraciones de Apigenina (A) y del complejo [VO(Api)(H20),]Cl (B) a
diferentes temperaturas ((e®), 298 K; (V¥), 303 K; (m), 310 K), A = 280 nm. Graficos
insertados: Fo/F en funcion de [Q] para Apigenina (C) y para el complejo
[VO(Api)(H20):]CI (D) a las concentraciones mas bajas.

Tabla 7.2. Valores de Ky, y Ky para la interacciéon de union de Apigenina (Api) y del
complejo [VO(Api)(H20),]Cl (VO/Api) con la ASB (6 uM) en buffer Tris-HCI (0.1 M, pH

7.4) a diferentes temperaturas.

Compuesto T (K) Sl 1_?4) r’ Sl 1(_)112)
(Lmol™) (Lmol™)
298 10,71 £ 0,10 0,98 10,71 +£ 0,10
Api 303 9,77 + 0,19 0,99 9,77 £ 0,19
310 8,43 +0,11 0,99 8,43 +0,11
298 12,89 £ 0,18 0,99 12,79 + 0,03
VO/Api 303 12,47 £ 0,11 0,99 12,47 £ 0,11
310 11,15 £ 0,21 0,98 11,15 +£0,21

1" es el coeficiente de correlacion para los valores de Kgy.

7.2. Constantes de afinidad y sitios de enlace.
Se sabe que la interaccion farmaco-proteina influye directamente en la absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion de fArmacos en el organismo (Bi et al., 2012). En consecuencia, es

importante estudiar la interaccion de los farmacos con la albumina sérica, porque influye
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directamente en la farmacologia y en la farmacodinamia de los medicamentos (Shang y Li,
2010). La determinacion del nivel de unién del compuesto con la ASB es critica y se
correlaciona directamente con el transporte, la disposicion y la eficacia in vivo del compuesto.
El valor de la constante de union (K,) es esencial para entender la distribucion de compuestos
en el plasma ya que una unién débil puede dar lugar a concentraciones relativamente altas del
farmaco en el plasma, dando como resultado un tiempo de vida mas corto mientras que una
union fuerte puede disminuir las concentraciones de compuesto en el plasma, mejorando el

efecto farmacologico.

Complejo VO/Baic: los valores de K, y el nimero de sitios de uniéon (n) a diferentes

temperaturas fueron calculados a partir de las graficas de la Figura 7.5 y se enumeran en la
Tabla 7.3. Se encontré6 que la constante de unién disminuye con el aumento de la
temperatura, lo que resulta en una reduccion de la estabilidad del sistema compuesto-ASB.
Comparando las constantes de uniéon de Baic-ASB y VO/Baic-ASB, se encontré que la

unién con el complejo es mas fuerte que con el ligando libre.
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Figura 7.5. Grafico del log ((Fo-F)/F) en funcién del log [Q] para Baicalina (A) y para el
complejo Nays[VO(Baic),].6H,O (B) a diferentes temperaturas ((®), 298 K; (V¥), 303 K;
(m), 310 K).

Por otra parte se determinaron los sitios de uniéon de los compuestos con la ASB
encontrandose valores en el rango n= 1,25-1,39, los que sugieren que existe al menos 1,0
sitio de union de alta afinidad para los compuestos. Estos datos sugieren que Baicalina y

VO/Baic pueden ser ligados y transportados por la ASB.
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Tabla 7.3. Valores de K, y n para la interaccion de uniéon de Baicalina (Baic) y del

complejo Nas[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) con la ASB a diferentes temperaturas.
plc) p

K. (x 10°)
Compuesto T (K) 0 n
(Lmol™)
298 5,13 +£0,31 1,39 £ 0,06
Baic 303 3,06 £0,17 1,35+0,03
310 1,02 +£0,23 1,25 +0,02
298 13,48 + 0,46 1,39 +0,05
VO/Baic 303 6,61 + 0,82 1,33 £0,07
310 2,51 +0,21 1,26 0,03

Los resultados encontrados para n y K, para Baicalina coinciden con datos reportados
anteriormente por Xiao y colaboradores (Xiao et al, 2007). Sin embargo, es importante
mencionar que existen discrepancias en la literatura para la interaccion de la Baicalina con
la albamina, siendo K, K, y los pardmetros termodinamicos bastante diferentes entre si.
Estas diferencias podrian atribuirse a las diferentes condiciones experimentales utilizadas
en cada determinacion (diferencias en las concentraciones de albumina y flavonoides,
fracciones de albumina y/o medios de disolucion) (Shi y Cao, 2011; Xiao et al., 2007; Xu
etal., 2010).

Complejo VO/Api: los valores de K, y n a diferentes temperaturas fueron calculados a

partir de las graficas de la Figura 7.6 y se enumeran en la Tabla 7.4. Se encontrd que la
constante de uniéon disminuye con el aumento de la temperatura, lo que resulta en una
reduccion de la estabilidad del sistema compuesto-ASB. Comparando las constantes de
unioén de Api-ASB y VO/Api-ASB, se encontrd que la unioén con el complejo es mas fuerte
que con el ligando libre. El nimero de sitios de union de los compuestos con la ASB cuyos
valores se encuentran entre n= 0,99-1,43 indican la presencia de un sitio de alta afinidad
para la unidon con la albimina. Las constantes de unidon obtenidas estan en el intervalo
intermedio, de modo que no son demasiado bajas para evitar una distribucion eficiente y
no son tan elevadas como para ocasionar una disminucion de la concentracion plasmatica.
Estos datos sugieren que Api y VO/Api pueden ser ligados y transportados por la ASB.
Nuestros resultados para Ky, Ka, n'y los pardmetros termodinamicos (valores negativos de
AH y AS, ver més abajo) estdn de acuerdo con los datos anteriores reportados para Api

(Zhao, 2012). Por otra parte, es importante mencionar que existen discrepancias en la
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literatura para la interaccion de Api con la ASB, siendo Ky, K, o los pardmetros
termodindmicos bastante diferentes entre si (Shang y Li, 2010; Shi y Cao, 2011; Tang et al.,
2014). Como ya se menciond, estas diferencias se han atribuido a las diferentes
condiciones experimentales utilizadas en cada determinacion (Tang et al, 2014)
(diferencias en las concentraciones de albimina y flavonoides, fracciones de albumina y/o

medios de disolucion: valores de pH y concentraciones de NaCl y Mg*").
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Figura 7.6. Grafico del log ((Fo-F)/F) en funcién del log [Q] para Apigenina (A) y para el
complejo [VO(Api)(H,0),]CI (B) a diferentes temperaturas ((®), 298 K; (V¥), 303 K; (m),
310 K).

Tabla 7.4. Valores de K, y n para la interaccion de unién de Apigenina (Api) y del complejo
[VO(Api)(H20):]CI (VO/Api) con la ASB a diferentes temperaturas.

Compuesto T (K) Ka e 1015) n
(Lmol™)
298 5,22 £0,24 1,15+0,01
Api 303 2,50 + 0,06 1,09 +0,01
310 0,75+0,33 0,99 + 0,04
298 150,41 + 7,59 1,43 £ 0,01
VO/Api 303 51,16 £ 3,16 1,34 +£0,01
310 5,88 £ 4,63 1,14 £ 0,07

7.3. Parametros termodinamicos (modo de interaccion).
Los parametros termodindmicos fueron analizados con el fin de caracterizar las fuerzas de

interaccion involucradas en el proceso de asociacion entre albiumina y ambos complejos. Ross
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y Subramanian (1981), propusieron que el signo y magnitud de los pardmetros termodindmicos
estan asociados con un tipo particular de interaccion que toma lugar en el proceso de
asociacion a proteinas (véase Tabla 2.1). En una primera etapa, la destruccion de las capas de
hidratacion de las especies hidratadas aisladas es inducida por interacciones hidrofobicas. Este
proceso se acompafia de valores de AS positivos (mayor desorden), y AH y AG negativos. En
la segunda etapa se producen interacciones intermoleculares entre la proteina y el complejo
metalico que pueden incluir interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno y fuerzas de
van der Waals, (dipolo-dipolo, dipolo inducido y el efecto de dispersion de London). Las
Interacciones de van der Waals y puentes de hidrogeno estan asociadas con valores de AS y
AH negativos, siendo este tipo de interacciones, junto con los procesos de protonacion (que
pueden estar relacionados con el proceso de asociacion) las que generalmente presentan
parametros termodindmicos negativos tan comunmente encontrados en procesos de asociacion
a proteinas. Por otro lado, las interacciones de tipo electrostaticas se caracterizan por presentar
valores de AH pequefios (de cualquier signo) y AS positivos. En resumen, las proteinas estan
involucradas en interacciones hidrofobicas, pero las interacciones intermoleculares
(interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno, y de van der Waals) desempefian un papel
importante, sino el predominante, en la determinacion de los parametros termodinamicos de la
asociacion a proteinas. En esencia, los parametros termodinamicos asociados al primer proceso
(destruccion de las capas de hidratacion), describen solo la reorganizacion de la estructura del
solvente alrededor de la proteina y de los ligandos hacia un mayor desorden en comparacion
con las especies hidratadas individualmente. Esta asociacion favorable, dirigida
entropicamente, se aplica para moléculas totalmente no-polares, asi como a segmentos de las
moléculas anfipaticas. La etapa hidrofdbica, sin embargo, es necesaria pero no suficiente para
explicar los pardmetros termodindmicos obtenidos experimentalmente en la gran mayoria de

las reacciones de asociacion a proteinas.

Complejo VO/Baic: para inferir el tipo de proceso de interaccion entre Baic y VO/Baic con la

ASB se determinaron los parametros termodindmicos, incluyendo cambio de entalpia (AH),
cambio de entropia (AS) y cambio de energia libre (AG). Como el valor de AH no varia
significativamente en el rango de temperatura estudiado, entonces su valor y el de AS pueden
evaluarse a partir de la ecuacion de van't Hoff, desarrollada en la seccion experimental. Los
valores de AG se calcularon a partir de los valores de AH y AS para los dos sistemas

estudiados a tres temperaturas. El signo negativo obtenido para AG (Tabla 7.5) indica que el
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proceso de interaccion es espontaneo. El cambio de entalpia negativo sugiere que la union
entre los compuestos y la ASB es exotérmica. Una fuente importante de contribucion negativa
al AH y AS surge si se forma un enlace de hidrégeno y ademas las interacciones que implican
electrones deslocalizados de sistemas de anillos arométicos resultan en contribuciones
significativas a su signo negativo. Los valores AH y AS negativos obtenidos para la interaccion
de Baic y VO/Baic con la ASB indican que la unidon es principalmente impulsada por la
entalpia con un factor entropico desfavorable y por lo tanto durante las interacciones operan

fuerzas de enlace de hidrogeno y van der Waals principalmente (Ross y Subramanian, 1981).

Tabla 7.5. Parametros termodinamicos de la interaccion de Baicalina (Baic) y del complejo
Nay[VO(Baic),].6H,O (VO/Baic) con la ASB (6 uM) en buffer Tris-HCI (0.1 M, pH 7.4) a
diferentes temperaturas.

Compuesto AH (KJ/mol) AS (J/mol) AG (KJ/mol)
-38,84 (298 K)
Baic -104,40 -221,14 -37,74 (303 K)
-36,20 (310 K)
-40,62 (298 K)
VO/Baic -104,44 -214,15 -39,98 (303 K)
-38,05 (310 K)

Complejo VO/Api: para inferir el tipo de proceso de interaccion entre Api 'y VO/Api con la

ASB se estudiaron los pardmetros termodinamicos, incluyendo cambio de entalpia (AH),
cambio de entropia (AS) y cambio de energia libre (AG). Como el AH no varia
significativamente en el rango de temperatura estudiado, entonces su valor y el de AS pueden
evaluarse a partir de la ecuacion de van't Hoff. El signo negativo obtenido para AG (Tabla 7.6)
indica un proceso de interaccion espontanea. El cambio de entalpia negativo sugiere que la
union entre los compuestos y la ASB es exotérmica. Los valores de AH y AS negativos
obtenidos para la interaccion de Api y VO/Api con la ASB indican que la union es
principalmente favorecida por el factor entalpico con un factor entrépico desfavorable y por lo
tanto, como para el complejo de VO/Baic, las fuerzas de enlace de hidrogeno y van der Waals

desempefian papeles importantes durante las interacciones (Ross y Subramanian, 1981).
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Tabla 7.6. Pardmetros termodindmicos de la interaccion de Apigenina (Api) y del complejo
[VO(Api)(H20):]CI (VO/Api) con la ASB (6 uM) en buffer Tris-HCl (0.1 M, pH 7,4) a
diferentes temperaturas.

Compuesto AH (KJ/mol) AS (J/mol) AG (KJ/mol)
-32,70 (298 K)
Api -124,62 -308,46 -31,16 (303 K)
-29,00 (310 K)
-41,23 (298 K)
VO/Api -209,35 -564,15 -38,41 (303 K)
-34,46 (310 K)

Una interaccion entre complejos metalicos y la ASB a menudo conduce a una perturbacion de
la estructura secundaria de la proteina, interrumpiendo los enlaces disulfuro y conduciendo a
una pérdida parcial de la conformacion de la hélice a con el despliegue subsiguiente de la
proteina, o un cambio en la polaridad del entorno al que estan expuestos los residuos de
triptofano como resultado de interacciones moleculares (reacciones de estado excitado,
reordenamientos moleculares, transferencia de energia, formacion de complejos de estado
fundamental o extincion de colisiones) (Topald et al., 2014). Para el complejo VO/Api, se
determind una interaccion de formacion de complejo, similar que para los complejos de
oxidovanadio(IV) con Baicalina y Luteolina (Naso et al., 2016a) con valores de constantes de
union de orden de magnitud similares (13,5 x 10° M y 79,4 x10° M, respectivamente).
Ademas, se determind que la union reversible se produce a través de uno de los sitios de alta

afinidad de la albumina (n= 1,5-1,3) (Kragh-Hansen et al., 2002).
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7.3. Conclusiones preliminares

La interaccion de los complejos VO/Baic y VO/Api con la ASB se produce de manera
espontanea y al mismo tiempo reversible. Los resultados sugieren que los compuestos podrian
ser ligados y transportados por la ASB interactuando mediante la formacion de complejos a
través de enlaces de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. En este contexto, los complejos
VO/Baic y VO/Api serian transportados por la ASB hasta el sitio de accion en el que van a
ejercer su actividad farmacoldgica (antioxidante, antitumoral, etc).

Este estudio, sumado a los estudios de toxicidad permite una aproximacion al disefio de
farmacos (drug discovery) con la finalidad que sean seguros y posean una biodisponibilidad

adecuada.
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Como ya se mencion6 en el capitulo introductorio, la Quimica Bioinorganica constituye la
interseccion entre la Quimica Inorgédnica y la Bioquimica. Se sabe que los elementos
inorgénicos (incluidos los iones metalicos y los compuestos de coordinacion) son necesarios
para la vida en muchos organismos, ya que funcionan en el transporte de moléculas y son un
componente clave de las enzimas. Ademas, la coordinacion de moléculas organicas con
metales permite potenciar las propiedades biologicas de las mismas. En este contexto, se
decidid sintetizar y caracterizar complejos de coordinacion para estudiar sus propiedades
biologicas y toxicologicas en el marco de este trabajo de tesis doctoral. A continuacion se
presenta una resefla de las principales conclusiones arribadas luego del estudio de la quimica
bioinorganica de los compuestos sintetizados y una breve descripcion de las futuras lineas de

investigacion que se desprenden de esta tesis.

En concordancia con los objetivos propuestos en el plan de tesis, se sintetizaron tres complejos
de coordinacion nuevos (VO/Baic, VO/Api y Cu/5-HTP). Los mismos se caracterizaron
experimentalmente como Nas[VO(Baic),].6H,O, [VO(Api)(H20):]Cl y [Cu(5-HTP),].H,O.
La optimizacion de los complejos empleando herramientas del DFT sugiere que el
complejo VO/Baic es un complejo pentacoordinado con geometria piramidal cuadrada
VO(0Os), el VO/Api es un complejo pentacoordinado con geometria piramidal cuadrada
distorsionada VO(O4) y que el conformero mas estable del Cu/SHTP tiene una geometria
cuadrado-plana CulN,O, con una disposicion trans de los aminoécidos en el plano ecuatorial.
Las geometrias optimizadas de los mismos concuerdan con las esferas de coordinacion
propuestas teniendo en cuenta la caracterizacion estructural realizada por métodos quimicos y
fisicoquimicos.

La determinacion de las propiedades biologicas in vitro de las moléculas nuevas y el estudio de
su perfil toxicologico constituyen los pilares fundamentales del descubrimiento de farmacos
(drug discovery). En este sentido, se estudiaron las caracteristicas biologicas y toxicologicas de
los complejos sintetizados. Los complejos en estudio mostraron buenas propiedades
antioxidantes en ensayos in vitro con el siguiente orden de actividad Cu/5-HTP > VO/Baic >
VO/Api. En todos los casos la complejacion con el metal mejord las propiedades antioxidantes
del ligando libre. En lo que respecta a las demds propiedades biologicas, el complejo Cu/5-

HTP fue el Gnico que mostrd actividad antimicrobiana moderada (frente a S. aureus ATCC
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25923 y E. faecalis ATCC 29212). Asimismo, este complejo fue el tnico que mostrd una
fuerte actividad inhibitoria de la enzima fosfatasa alcalina, mucho mayor que las
actividades medidas para el ligando y el metal libre. Los estudios toxicologicos indican que
los complejos sintetizados son seguros ya que no mostraron toxicidad aguda ni
genotoxicidad. Estos hallazgos permiten concluir que la complejacion mejora las
propiedades biologicas de los mismos permitiendo la obtencion de nuevas moléculas
farmacologicamente activas.

Existen numerosos reportes sobre complejos de iones metdlicos que ejercen efectos
inhibitorios a nivel de la promocién del tumor. Los complejos de coordinacion sintetizados
durante este trabajo de tesis doctoral mostraron actividad antitumoral frente a las lineas de
cancer ensayadas. La complejacion mejor6 la actividad antitumoral de los ligandos (efecto
sinérgico). La disminucion en la viabilidad celular y los cambios morfoldgicos observados
ponen en evidencia la actividad antitumoral de los complejos sintetizados. En lineas generales
la actividad es dependiente de la dosis de los compuestos y del tiempo de incubacion. Los
resultados de los ensayos de generacion intracelular de ROS (con y sin agregado de los agentes
antioxidantes) sugieren que el mecanismo de accién antitumoral en todos los casos estd
asociado al estrés oxidativo generado por el agregado de los compuestos, los que mostraron
actividad pro-oxidante en las células tumorales. Estos hallazgos sugieren que los complejos
sintetizados podrian ser candidatos para el tratamiento del cancer.

Ademas de las propiedades bioldgicas y toxicologicas, es necesario estudiar la
biodisponibilidad de las moléculas nuevas. Como la albimina sérica es la proteina mas
abundante en el plasma sanguineo e interviene en el transporte y disposicion de farmacos, se
estudid la interaccion de los complejos VO/Baic y VO/Api con la ASB. Dicha interaccion se
produce de manera espontanea y al mismo tiempo reversible indicando que los dos complejos
podrian ser transportados por la ASB hasta el sitio de accion en el que van a ejercer su
actividad farmacologica (antioxidante, antitumoral, etc). Para el complejo de Cu/5-HTP no
pudo medirse la interaccion por técnicas fluorométricas debido a la interferencia que el
espectro de fluorescencia del ligando produce sobre la banda carateristica de la albumina.
Tomados en conjunto, los resultados indican que la modificacion estructural de compuestos
antioxidantes por complejacion con iones metalicos de transicion resulto en la generacion de
candidatos prometedores como nuevos agentes con potencial actividad anticancerigena. Los
aportes al conocimiento cientifico de la quimica bioinorganica generados durante el desarrollo

de esta tesis doctoral pueden dar lugar a nuevas lineas de investigacion.
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Durante el transcurso de mi etapa doctoral fue un avance importante, desde el punto de vista de
mi formacion, la incorporacion de la realizacion de célculos tedricos con las metodologias
mencionadas. En ese contexto nos focalizamos en las simulaciones de los espectros
vibracionales. Sin embargo pensamos que en un futuro y dada las potencialidades de las
simulaciones teodricas actuales, implementar las simulaciones tanto de los espectros
vibracionales como la de los de resonancia paramagnética electronica, nos permitird tener una
vision mas integral de la correlacion de lo tedrico con lo experimental.

Desde el punto de vista de lo experimental, se pretende ampliar los conocimientos del grupo de
investigacion en el campo de la toxicologia e incursionar en un futuro en estudios
toxicologicos con modelos alternativos al uso de animales, tales como Caenorhabditis elegans
y/o Tenebrio molitor. Ambos modelos son de un costo relativamente bajo comparado con
métodos en animales o con otros métodos alternativos y brindan informacion respecto de la
toxicidad de moléculas nuevas, ademas de servir como modelos de infeccidn en estudios

parasito-hospedero.
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