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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se estudié la sintesis, caracterizacion de
complejos de Pd(ll) con ligantes pirazolil-tiosemicarbazonas y sus compuestos de

inclusion parcial y/o asociacion en [-ciclodextrina con posible actividad bioldgica.

Se presenta una primera seccion general de antecedentes que recopila generalidades
del metal empleado, ligantes tiosemicarbazonas, propiedades fisicoquimicas y bioldgicas
de complejos de paladio(ll) con ligantes tiosemicarbazona con diferentes sustituyentes y

finalmente las caracteristicas de la B-ciclodextrina y algunos compuestos de inclusion.

Asimismo, en la segunda seccion se describe la metodologia, donde se realiza una
descripcion detallada de las condiciones de reaccion empleadas y de los instrumentos

utilizados para la caracterizaciéon de precursores y productos finales.

Posteriormente, se presenta el capitulo de resultados y discusion, el cual consta de seis
secciones en las que se incluyen, metodologias sintéticas empleadas, analisis de datos
espectroscopicos, propiedades fisicas y quimicas de los productos obtenidos y
resultados de las pruebas bioldgicas realizadas.

Palabras clave: Paladio(ll), tiosemicarbazonas, B-ciclodextrina, compuestos inclusion y/o

asociacion, actividad biolégica.
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Abstract

In the present work of investigation we studied the synthesis, characterization of
complexes of Pd (II) with pyrazolyl thiosemicarbazones ligands and their partial inclusion

compounds and /or association in B-cyclodextrin with possible biological activity

In the first section we present a general overview of the metal used, thiosemicarbazones
ligands, physicochemical and biological properties complexes of palladium(ll) with
thiosemicarbazone ligands with different substituents and finally the characteristics of the

B-cyclodextrin and some inclusion compounds.

Likewise, in the second section describes the methodology, also perform a detailed
description of reaction conditions employed and of the instruments used for
characterization of precursors and final products.

Subsequently, the chapter presents results and discussion, which consists of six sections
that include, synthetic methodologies employed, spectroscopic data analysis, physical
and chemical properties of the obtained products and results of biological tests
performed.

Keywords: Palladium (ll), thiosemicarbazones, [(-cyclodextrin, inclusion and/or

association compounds, biological activity
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Introduccioén

La Quimica Bioinorganica se define como la disciplina que estudia las funciones e
interacciones de los elementos y compuestos inorganicos en los sistemas bioldgicos.
También correlaciona la actividad biolégica de un sistema inorganico, inmerso en un
entorno de moléculas organicas, con sus caracteristicas estructurales, electrénicas y
guimicas. Ademas, la Quimica Bioinorganica ha permitido enormes avances en la
Medicina, debido a la sintesis de nuevos farmacos que presentan iones metdlicos en su
estructura, cuyas utilidades terapéuticas son muy extensas. Por ejemplo, farmacos
anticancerigenos de Pt(ll), los compuestos antimetastaticos, inmunosupresores vy
antimalaricos de Ru(ll) y Ru(lll), los compuestos antiartriticos de Au(l) y radiofarmacos
que contienen Tc(V)."%%*

En este trabajo de investigacién fue escogido como metal el paladio(ll) debido a que sus
complejos guelatos con los atomos N, S, son propuestos como agentes anti-tumorales
eficaces, por poseer labilidad adecuada para que el metal interaccione con el ADN.®
Como ligantes, las tiosemicarbazonas han sido muy estudiadas en los ultimos 30 afios,
por su amplia versatilidad farmacolégica y modos de coordinacion,®’ por otro lado,
teniendo en cuenta que la actividad farmacolédgica de estas, varia con el sustituyente N-
heterociclico y conociendo la gran aplicacion de los arilpirazoles como agentes
antitumorales, anticoagulantes, antiinflamatorios, antibacteriales, entre otras® se
sintetizaron y caracterizaron ligantes pirazolil-tiosemicarbazona con sus respectivos
complejos de tipo Pd(ll)-pirazolil-tiosemicarbazonas.

Ademas, se prepararon los respectivos compuestos de inclusion entre los complejos de
Pd(Il)-pirazolil-tiosemicarbazonas y 3-ciclodextrina (3-CD), por la propiedad que poseen
las ciclodextrinas de encapsular compuestos huésped de tipo inorgénico, orgénico,

mejorar propiedades fisico-quimicas y actividad bioldgica.



2 Introduccién

Asi mismo, se realizaron ensayos microbiolégicos de los ligantes libres, sus complejos
Pd(Il)-tiosemicarbazona y sus respectivos compuestos de inclusion parcial y/o

asociacion.



1. Capitulo 1

1.1 Antecedentes
1.1.1 Generalidades del PdCl,

El dicloruro de paladio (PdCl,) sirve de partida para la sintesis de diversos compuestos
de paladio, el paladio presenta un estado de oxidacion +2 y una configuracién electronica
[Kr]4d®® EI PdCl, es diamagnético con geometria de coordinacién cuadrado planar,
caracteristica para el Pd(ll). Este presenta dos formas alotrépicas a y B, en ambas
estructuras el Pd(ll) esta coordinado por puentes cloro. La forma a de PdCl, 1 (Figura
1-1) es un polimero, que consiste en "infinitas" cadenas, la forma 8 de PdCl, 2 (Figura
1-2 ), se forma a temperaturas encima de 820 K y consiste en un cluster octaédrico de

seis atomos de Pd.°

Cl Cl .

4N SN s
Pd Pd

SN S

Cl Cl
A

Figura 1-1. Estructura a de PdCl,


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3Dpalladium%2Bchloride%2Belectronic%2Bconfiguration%26hl%3Des%26biw%3D1280%26bih%3D598%26prmd%3Divnsfd&rurl=translate.google.com.co&sl=en&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Krypton&usg=ALkJrhhUVEKFbb8nWBwumu9xPdeDjKxLUw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3Dpalladium%2Bchloride%26hl%3Des%26biw%3D1280%26bih%3D598%26prmd%3Divns&rurl=translate.google.com.co&sl=en&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Bridging_ligand&usg=ALkJrhhjgLUa4tOciWJ9YlFoYN9owu9Grw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3Dpalladium%2Bchloride%26hl%3Des%26biw%3D1280%26bih%3D598%26prmd%3Divns&rurl=translate.google.com.co&sl=en&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Octahedral_cluster&usg=ALkJrhipStxpBq3XFb95Mj2bUOvBSWY2-g
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~Cl=—Pd |——=1l

| pa ="
" Lpa
Cl Pd Cl |

Cl
—
| —Pd=——a1
a-|—

Cl

Figura 1-2. Estructura 8 de PdCl,

Por otro lado, el Pd(ll) presenta una quimica de coordinacidon muy parecida a la del Pt(ll)
y algunos complejos con éste metal han presentado actividad anticancerigena, frente a
lineas tumorales resistentes al cisplatino, lo que ha promovido los estudios biolégicos de
compuestos de Pd(Il)."* Ambos Pd(ll) y Pt(Il) son &cidos blandos y forman enlaces
fuertes con 4tomos de nitrgeno o de azufre (bases blandas).” En general, el uso de
Pd(ll) y sus complejos en la medicina es limitado porque experimentan intercambio de
ligante 10° mas rapido que los correspondientes de Pt(Il).° La aplicacion médica méas
importante es la del is6topo radiactivo '**Pd para el tratamiento del cancer de préstata.®
Sin embargo, complejos de Pd(Il) con atomos donores N, S fueron sugeridos por Dasy
Livingstone como agentes anti-tumorales mas eficaces que otros metales, ya que poseen
la labilidad adecuada para interactuar con el ADN. Los ligantes con atomos donores de
N y S mas utilizados para sintetizar complejos de Pd(ll) con actividad anti-tumoral y
antimicrobiana son las tiosemicarbazonas y ditiocarbazatos. Estos ligantes poseen

propiedades anti-virales, antimalaria, antifingica, antimicrobiana y antitumoral.’

1.1.2 Generalidades de las tiosemicarbazonas

Las tiosemicarbazonas constituyen una clase de ligantes versatiles por tener en su
estructura atomos donores de electrones como el nitrégeno y azufre, tienen como
formula general (R'R°C=N'-N’H-C%}=S)N’R®R?) 3, (Figura 1-3), la cadena N(1)-N(2)-
C(3)-N(4), presenta un grado de deslocalizacion electronica lo cual impide la libre

rotacion sobre estos enlaces.’
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Figura 1-3. Estructura general de las tiosemicarbazonas

Las tiosemicarbazonas se obtienen generalmente a partir de una condensaciéon entre

una cetona o un aldehido con una tiosemicarbazida (Esquema 1-1).’
H
R,——CHO + HZN—N—‘C—NHZ - Rz—ﬁ:N— NH—C ——NH,
S S

Esquema 1-1. Sintesis de tiosemicarbazonas a partir de un aldehido

Los ligantes tiosemicarbazonas presentan tautomeria tiona y tiol,” (Figura 1-4), al igual

presentan formas resonantes (Figura 1-5).

~ .N_ _SH
Ar” N N

N.
H

TS

- ~

s N
Ar” N
H H H’

Figura 1-4. Tautomeria tiona-tiol
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Figura 1-5. Formas resonantes de las tiosemicarbazonas

Las tiosemicarbazonas pueden considerarse sistemas planos, debido a la deslocalizacién

de carga a través de la molécula (Figura 1-6).*

T
|
Ca LooN2 N
Rl/ N \(|:3/ \R3
S:

Figura 1-6. Deslocalizaciéon de carga en las tiosemicarbazonas

Las tiosemicarbazonas, exhiben una capacidad coordinativa muy variada frente a
algunos iones metalicos, comportandose usualmente como ligantes monodentados a
través del atomo de azufre tiocarbonilo (1), o bidentados quelatantes, a través de los

atomos de nitrégeno azometino (N') y azufre (1) (Figura 1-7).*

R, H R, R, H R,
Cl:\ |L ’L4 | |2 |4
R \.N.l/ \ﬁg/..\R3 Rl/C\Nl/"\I‘\CS/N'\Rs
\ I
!v' M/..‘

Figura 1-7. Estructuras |y Il
También, experimentan facil desprotonacién comportandose como ligantes tridentados

puente, a través de los atomos de nitrégeno azometino, nitrégeno imino (N?) y azufre

tiolato (Ill) y tiolatos ( IV - VI) (Figura 1-8).*
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T "\
M N*—Rs | Ry .
/ N2 N4 N"—Rs

N2=C3 \Nl %03/ \R3 N2 IL“ 2__ 3

/ \ .o | Nl/ C3/ \R /N —C
Nt .S: . $ \

\ / / S: \ | N? S:——M

s
M \M M/ \M/
n v v VI

Figura 1-8. Estructuras lll, IV, Vy VI

1.1.2.1 Actividad Biolégica

Las tiosemicarbazonas (TSC) presentan un amplio perfil farmacolégico y constituyen
una clase de compuestos, cuyas propiedades han sido estudiadas extensamente en la
Quimica Medicinal, particularmente en la Quimica Medicinal Inorganica, las
tiosemicarbazonas presentan actividad antitumoral, antiviral, antifingica.”***** Las TSC
heterociclicas, se encuentran entre los inhibidores mas potentes de la enzima reductasa
ribonucledtido, que cataliza la sintesis de desoxirribonucle6tidos, responsable de
mantener un suministro equilibrado de los desoxirribonucledtidos necesarios para la
sintesis y reparacion del ADN.** La quimica de los complejos de metales de transicion
con tiosemicarbazonas, ha tenido una atencién considerable por su amplio perfil
farmacoldgico que permite una diversa variedad de compuestos con diferentes
actividades bioldgicas. Estas propiedades biolégicas de las TSC son a menudo

relacionadas con la coordinacién de iones metalicos.™
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%+ Actividad Antituberculosa

Domagk y colaboradores describen que algunas TSC poseen actividad in vitro o in vivo
en algunos casos contra la tuberculosis,'? después de muchos estudios con diferentes
tiosemicarbazonas, concluyeron que las TSC derivadas de benzaldehidos con
sustituyentes en la posicion para del anillo aromatico, presentan actividad contra el
Mycobacterium tuberculosis. Uno de los compuestos utilizados clinicamente es la p-

acetoamidobenzaldehido tiosemicarbazona (Figura 1-9) conocida como tiacetazona.*®

H,C YCHg

HN

s NH,

Figura 1-9. Estructura de la tiacetozona

+ Actividad antibacteriana, antifUngica y antiparasitaria

Las a(N)-heterociclicas tiosemicarbazonas y sus complejos metélicos presentan un
amplio espectro de actividad antimicrobiana, inhiben el crecimiento de bacterias Gram
positivas tales como Neisseria gonorrhoeae, Straphylococcus faecalis, entre otras y
Gram negativas como Klebsiella-Enterobacter, Escherichia coli, en muchas de estas
tiosemicarbazonas el anillo heterociclico presente es piridina.****

Para el caso de TSC y sus complejos metalicos con actividad anti-fungica se resalta la
actividad contra una variedad de hongos patégenos como Macrophomina phaseolina,
Fusarium oxysporum, Aspergillus niger entre otros, teniendo como sustituyentes
derivados de piridina 2-sustituidas, como 2-formilpiridina, 2-acetilpiridinas o 2-

benzoilpiridina.*®
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1.1.3 Complejos de Pd(ll) con ligantes tiosemicarbazonas

Ferraz y colaboradores, reportaron la sintesis de tres complejos de Pd(ll), con férmula
[Pd(2Bz40T)CI] 5, [Pd(2Bz4mT)CI] 6, [Pd(2Bz4pT)CI] 7, a partir de la reaccién entre los
ligantes N(4)-orto-(2Bz40T), N(4)-meta-(2Bz4mT) y N(4)-para-(2Bz4pT) tolil-2-
benzoilpiridina tiosemicarbazonas y K,PdCl; 4 (Esquema 1-2), el modo de coordinacion
es a través del nitrégeno de la piridina, el N-2 y &tomo de azufre en forma tiol, formando
un sistema quelato Ny-N-S, en donde el cloro ocupa la cuarta posicion de coordinacion.
Las TSC libres presentan actividad citotdxica alta, contra lineas celulares de leucemia,
en concentraciones nanomolares y contra células de hepatoma humano, la coordinacién
de paladio(ll) disminuye la actividad citotbxica contra todas las lineas celulares
estudiadas.'® Sin embargo, la citotoxicidad de las TSC libres contra la leucemia y su perfil
hepatotoxico es similar al del cisplatino, estos resultados sugieren que las N(4) — tolil-

tiosemicarbazonas son candidatas potenciales como farmacos quimioterapéuticos.

N c [Pd(2Bz40T)C]
i 5
N2 =
H\’\é
| .+ KPdCl, o [Pd@2Bz4mT)CI]
C
S/ \NH 4 6
| [Pd(2Bz4pT)CI]
X
| lCHg 7
7

Esquema 1-2. Reaccion entre las N(4) — tolil-tiosemicarbazonas y K,PdCl,

Rebolledo y colaboradores, reportan la sintesis a partir de [PdCl,(DMSO),] 8 con los
ligantes 2-benzoylpiridina tiosemicarbazona (H2Bz4DH), N(4)-metil-(H2Bz4M) y N(4)-fenil
(H2Bz4Ph), (Esquema 1-3), en donde obtuvieron complejos de tipo [Pd(2Bz4DH)CI] 9,
[Pd(2Bz4M)CI] 10 y [Pd(2Bz4Ph)CI] 11, la estructura de cada complejo fue determinada
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por Difraccién de Rayos X. La coordinacion del metal al ligante es de forma tridentada, el
metal se une a través del nitrégeno de piridina, el nitrbgeno imino y el &tomo de azufre, el
cloro ocupa el cuarto sitio de coordinacion. La actividad citotoxica de las TSC y sus
complejos metalicos fue evaluada contra lineas de células tumorales humanas. Los
ligantes reducen la proliferacion celular mas que los complejos, el ligante H2Bz4Ph fue el
mas activo, de los complejos el [Pd(2Bz4Ph)CI] mostré los valores més bajos de Glsg

en las tres lineas celulares estudiadas (reduce la proliferacion celular).*’

N C

| / ' ||

N . N
H\ /u Cl Pd\' /
N [ *NH
| +  [PACI,(DMSO),] ) H
C 'S
7 ik 8 C_.
= NH
R L
9,10,11

R= H, (H2Bz4DH), R= CH3, N(4)-metil-(H2Bz4M) , R= CgHs , N (4)-fenil (H2Bz4Ph)

Esquema 1-3. Sintesis de los complejos [Pd(2Bz4DH)CI] 9, [Pd(2Bz4M)CI] 10 y
[Pd(2Bz4Ph)CI] 11

Bharti y colaboradores, sintetizaron ligantes derivados de 5-nitrotiofeno-2- carbaxaldehido
y cicloalquilaminotiocarbonilo tiosemicarbazonas, 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido-2-
etilpiperidinatiosemicarbazona (5-NT-2-EPTSCN) 12, 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido-4-
metilpiperidinatiosemicarbazona (5-NT-4-MPTSCN) 13, 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido-
4-bencilpiperidinatiosemicarbazona (5-NT-4-BPTSCN) 14, 5-nitrotiofeno-2-
carboxaldehido-pirroldiinatiosemicarbazona  (5-NT-PYRTSCN) 15, 5-nitrotiofeno-2-
carboxaldehido dietilpiperidinatiosemicarbazona (5-NT-diEtTSCN) 16 (Figura 1-10) y sus
complejos 12a, 13a, 14a, 15ay 16a (Figura 1-11) con féormula molecular [Pd(L)Cl,], en

todos los complejos, la coordinacion al metal es por el &tomo de azufre en forma tiona y

el atomo de nitrégeno del azometino. En este trabajo se evalué la actividad contra la
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ameba E. histolytica, tanto en los ligantes como en sus respectivos complejos, en donde
el ligante 14 mostré una actividad anti-amibiana significativa al igual que los complejos
13a al 16a, es importante resaltar que los complejos formados presentaron mayor

actividad anti-amibiana que sus respectivos ligantes.®

5 R=-NC7H1,, 12

/ \ \ ] R=-NCgHi,,13
= N~ R=-NC1,Hj6, 14

O,N NH "\ NHR R=-NC,Hg, 15
S R=-NC4H1o, 16

Figura 1-10. Ligantes 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido tiosemicarbazona

CI\ /Cl
Pd
\S

R=-NC7Hy4, 12

/ \ \ ‘ R=-NC¢H1,,13
N~ R=-NC1,H16, 14

02N NH /\ NHR R='NC4H8, &
S R:-NC4H10, ﬁ

Figura 1-11. Complejos formados entre la reaccion de los ligantes 5-nitrotiofeno-2-
carboxaldehido tiosemicarbazona y [Pd(DMSO),Cl]

En otro trabajo de Bharti y colaboradores, con ligantes 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido
N(4)-sustituidos tiosemicarbazonas reportaron la sintesis de complejos de férmula
molecular [Pd(L)Cl;] 17 a 27 (Figura 1-12 y Tabla 1-1), a partir de la reaccién entre
[PA(DMSO),CI,] con 10 ligantes 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido N(4)-sustituidos
tiosemicarbazonas. Los estudios espectroscépicos muestran que en todos los complejos,
la coordinacion al metal es por atomo de azufre en forma tiona y el a&tomo de nitrégeno
del azometino. En este estudio evaluaron la actividad contra la ameba E. histolytica, en
donde, los complejos 25, 26 y 27 presentaron actividad anti-amibiana, demostrando que
la coordinacion del ligante al metal tiene un cambio significativo en la actividad

biolégica.™



12 SINTESIS, CARACTERIZACION DE COMPLEJOS DE Pd(ll) CON LIGANTES
TIOSEMICARBAZONAS, SUS COMPUESTOS DE INCLUSION EN B-
CICLODEXTRINA CON POSIBLE ACTIVIDAD BIOLOGICA

R=-NHCH2CH2CH3 g
R=-NHCH(CH3)3,18
Cl CI R=-NHC4H9, 1_9
\ / R=-NHCH-(CH3)-C2H5, &
R=-N(CH>CHj3),,21
Pd\ R=-N(CH,CH,CHs),, 22
S R=-N(CH(CH3)-C,Hs), 23
‘ ‘ R=-NCH3C6H11, 2_4
N R=-NHCGH11, 2_5
O,N Z "N NH—"\UNHR R=-NHCsHg, 26
S R:-NC6H12, ﬂ

Figura 1-12. Complejos a partir de la reaccion entre [Pd(DMSQO),Cl,] con ligantes 5-
nitrotiofeno-2-carboxaldehido N(4)-sustituidos tiosemicarbazonas

Tabla 1-1. Complejos de formula molecular [Pd(L)Cl,] 17 a 27

Compuesto R (sustituyentes)
CH,CH,CHg
S
17 \
H
CH(CHj3),
18 \
H
CCH,CH,CHg
-
19 TN
H
CH(C)-CoHsg
.&/
20 TN
H
CH,CHs
v
21 \
CH,CH3
CCH,CHj,
7
22 N
CH,CH,CH3
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CH(C)-C,Hs
e
23 _

N
- N CH(CHg3)-C,Hsg

Husain y colaboradores, reportaron una nueva serie de indol-3-carboxaldehido
TSC, que fueron preparadas por condensacion del indol-3-carboxaldehido con
cicloalguilaminotiocarbonilo hidrazinas. Los complejos formados son de tipo [Pd(TSC)CI,]
28 al 34, (Figura 1-13 y la Tabla 1-2); que se sintetizaron a partir del [Pd(DMSO),Cl],
las estructuras de todos los compuestos se establecieron por analisis elemental,
espectroscopia IR, RMN 'H y **C, anélisis termogravimétrico y MS FAB. Los datos
espectroscopicos revelaron que las tiosemicarbazonas se coordinan al metal por el
atomo de azufre en forma tiona y el nitrégeno azometino. Los complejos de indol-3-
carboxaldehido tiosemicarbazonas fueron méas activos que sus respectivos ligantes, lo
gue indica que el Pd aumenta la actividad antiamebiana. Las TSC libres de los complejos
30 y 32 mostraron notable actividad antiamebiana, mientras que los complejos 28, 30, 32
y 34 mostraron valores significativamente menores de media concentracion inhibitoria

maxima (ICso) que el farmaco de referencia metronidazol.?
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N\ /
HN /B\ C/H
| e
N/H \pd
c|=s/ \CI
R
28-34

Figura 1-13. Complejos tipo [Pd(TSC)Cl,] 28-34

Tabla 1-2. Estructura del sustituyente R en los complejos 28- 34

Compuestos R (Sustituyentes)

N
|
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Otero y colaboradores,?* reportaron la sintesis de dieciséis nuevos complejos de
paladio(ll) con ligantes 5-nitrofuril tiosemicarbazonas de formulas [PdCl,(HL)] 35a - 38a,
39a -42a y [Pd(L),] 35b — 38b, 39b - 42b (Esquema 1-4). En este trabajo evaluaron la

inhibicion del crecimiento in vitro del Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de

Chagas. La mayoria delos complejos sintetizados mostraron mayor actividad de
inhibicion del crecimiento del Trypanosoma cruzi que el medicamento estandar
Nifurtimox, en la mayoria de los casos, la actividad de los ligantes se mantuvo, y en
otras aumento en casi 1.7 veces con la presencia del metal, excepto 38 y 42 que no
presentaron actividad. En esta investigacion de Otero y colaboradores también,
determinaron que todos los complejos se unen al ADN causando su principal efecto
téxico sobre el parasito que parece estar relacionado con el metabolismo redox. Los
resultados obtenidos en esta investigacion son muy prometedores y hacen que estos

nuevos complejos de paladio sean buenos candidatos para estudios in vivo.*
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Cl
N /CI
/Pd\s
ON I NN kR
. _ (0] n H
s PdL (1:1) 35a-38a
/ \ H 39a -42a
N
ON Z N NH N NHR
2 o
n © NO
RHN N = 2
+ SN
A\
Na [PdC|4] PdL (1:2) s
i \Pd
R:H_S,_g n= 0,1 \
R= CH, 36, 40 n=0,1 ¥
R=CH,CH3 37,41 n=0,1 / \ AT
R= CgH5 38, 42 n=0,1 O,N o N NHR
n
35b -38b
39b -42b

Esquema 1-4. Sintesis de complejos de paladio con 5-Nitrofuril tiosemicarbazonas

Neto y colaboradores, reportan la sintesis de tres complejos de Pd(lIl) (Figura 1-14), con
acetiltiofeno tiosemicarbazona 2-(HATT) y 2-4-acetiltiofeno feniltiosemicarbazona (2-
HAT-4-FT) con Pd(COD)CI, (COD = 1,5-ciclooctadieno) [Pd(2-HATT)CI,] 43, se coordina
al paladio(ll) por el &tomo de azufre del tiofeno y el nitrégeno del NHCS, [Pd(2-ATT),] 44,
la tiosemicarbazona se coordina por el &tomo de azufre en forma tiol, lo mismo ocurre
con el complejo [Pd(2-A-4T-FT)CI] 45, donde la coordinaciéon ocurre por el atomo de
azufre del tiofeno, el atomo de azufre en forma tiol y el nitrégeno de la imina. Excepto el

compuesto 45, todos los demas se caracterizaron por RMN 'H y *3C, espectroscopia
infrarroja (IR).%
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/ \ @\CCHg

S
s~ \CCH3 / \ / |
| &~ ccH, HN__s—Pd— N
N
Pl A [ )k \ :
H/’|\| oy Cl Pd/7N N S/C\NHZ
e/ I ||
s7 \1\1 U: HsCC S
H s~ NHPh ;\ /;
43 44 45

Figura 1-14. Estructuras [Pd (2-HATT)Cl,] 43, [Pd (2-ATT),] 44, [Pd (2-A-4-FT)CI] 45

Kobala-Dimeretzi y colaboradores, reportaron la sintesis de 16 complejos de Pd(ll)
con ligantes 2-acetilpiridina N(4)-metil, (HAc4Me), N(4)-etil (HAcC4Et) y N (4)-fenil
(HAc4Ph) tiosemicarbazonas (Figura 1-15), de férmula molecular [Pd(L)X] (X= ClI, Br),
[Pd(Ac4Me)Cl] 46, [Pd(Ac4Me)Br] 47, [Pd(Ac4ENCI], 48, [PA(Ac4EY)BIr], 49,
[Pd(Ac4Ph)CI], 50, [Pd(Ac4Ph)Br], 51, con formula [Pd(HL),]X,, [Pd(HAc4Me),]Cl, 52,
[Pd(HAc4Me),]Br, 53, [PA(HAC4EL),]Cl,, 54, [Pd(HAC4EL),]Br,, 55 vy [Pd(L)2],
[Pd(Ac4aMe),], 55, [Pd(Ac4Et),], 57 y [Pd(Ac4Ph),], 58 con los respectivos ligantes.
[PA(L)X] y [Pd(L),] presentando geometria cuadrado planar, en donde los ligantes sufren
desprotonacion, se coordinan por el atomo de nitrdgeno de la piridina N, el nitrégeno
azometino y el atomo S en forma tiol, el cuarto sitio de coordinacion, es ocupado por un
atomo de bromo o cloro. Para [Pd(HL),]X,, el ligante en forma zwitterion, se coordina

por el &tomo de nitrégeno azometino y azufre tiol.?*
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B [
N&\C/CH:g N4\ﬁ/CH3
I
'\Lll\l/H ’\{N/H
C
S/C\NHR HS™ \NHR

R = CHg, HAc4Me
R= -CH,CHs, HAC4Et
R= -CgHs, HAC4Ph

Figura 1-15. Tautémero de los ligantes 2-acetilpiridina N(4)-metil, (HAc4Me), N (4)-etil

(HAC4Et) y N (4)-fenil (HAc4Ph) tiosemicarbazona

Azam y colaboradores, reportaron la sintesis de 10 TSC derivadas de 1-N- pirazolinas

sustituidas (PYZ-TSC) y sus respectivos complejos de Pd(ll) 59 al 68 (Figura 1-16 y

Tabla 1-3), a partir del [Pd(DMSO),CIl,], en donde el modo de coordinacién es a través

del &tomo de azufre en forma tiona y el &tomo de nitrégeno de pirazol. En este trabajo se

determiné la actividad anti-amibiana de los compuestos. Entre todos los complejos los

60, 62 y 68 fueron amebicidas, el complejo de mayor actividad fue el 66. En los ensayos

de citotoxicidad contra linea de células epiteliales renales humanas, los compuestos no

mostraron actividad citotxica.?*

Figura 1-16. Estructura de los complejos 59 al 68
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Tabla 1-3. Complejos de Pd(Il) 59 al 68

Compuestos R (Sustituyentes)
@ _NH2
60 —HN-(I:H-CH3
CHy
61 HN-CH,-CH,-CH,-CHs
62 HN-CHZ-?H-CH3
CHs
63 —N :
\
H
HN— )
< |
65 _HNG
66 /\ =
—N N—
/s 7
67 SN
_HN/ /
Cl
N
68 e N
| —
H
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Khan y colabordaores, reportaron la sintesis de orto, meta y para toludina TSC
esteroidales y sus complejos de Pd(ll), a partir de [Pd(DMSO),Cl,], (Figura 1-17) de tipo
[PA(L)CI,], 69, 70 y 71, en donde la coordinacién es a través del azufre en forma tiona y
el 4tomo de nitrégeno del azometino. La actividad antibacteriana de estos compuestos
se evalu6 in vitro mediante el ensayo de difusion en disco frente a cuatro bacterias S.
aureus, S. pyogenes, S. typhimurium y E. coli dos gram-positivas y dos gram-negativas,
luego se determind la concentracién minima inhibitoria (CMI). Los resultados mostraron
gue los complejos sintetizados inhiben mas los crecimientos bacterianos en comparacion

con las TSC libres, el complejo con mayor actividad antibacteriana fue el complejo 69. ®

D ||
/\—< ANF

Figura 1-17. Complejos de Pd(ll) con tiosemicarbazonas esteroidales
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1.1.4 Generalidades ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacéridos ciclicos, formados por unidades de glucosa,
unidas entre si, por enlaces a-1,4. Se obtienen a partir de la degradacion del almidon.
Las CD mas comunes son «, B y v formadas por seis, siete y ocho unidades de glucosa

respectivamente (Figura 1-18). 2%’

-T-0
. n=6«-CD
— n=7, p-CD
n=8, 1-CD

Figura 1-18. Estructura de las Ciclodextrinas

Las CD presentan una estructura en forma de cono truncado (Figura 1-19), donde los
grupos OH secundarios ligados a los atomos C-2 y C-3 estan localizados en la parte
externa de la base mayor y los grupos OH primarios ligados al C-6 se encuentran en la
base menor del cono truncado, los hidroxilos primarios en el lado estrecho del
cono pueden girar, para bloquear parcialmente la cavidad, a diferencia de los hidroxilos
secundarios que estan unidos por cadenas relativamente rigidas y como consecuencia,
no puede girar. Ambos extremos de las CD estan ocupados por grupos hidroxilos, que le
confieren el caracter hidrofilico.??° En el interior del cono, por no estar revestido de
grupos OH, ofrece una ambiente apolar, lo que permite considerar que las CD poseen
una cavidad hidrofébica (Figura 1-19), siendo esta la propiedad mas importante de las
CD, donde se puede encapsular varios tipos de moléculas huésped organicas e
inorganicas, como resultado de diferentes contribuciones, tales como interacciones de
van der Waals, efecto hidrofébico y puente hidrégeno.?

Las ciclodextrinas han sido ampliamente estudiadas por su potencial y aplicacion en la
industria farmacéutica, para mejorar la solubilidad de farmacos y su estabilidad fisica-

quimica, entre otras propiedades.??°3! Ademas, diversos estudios han sido encaminados
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hacia la bausqueda de sistemas de transporte de farmacos que varien sus propiedades
farmacodindmicas y farmacocinéticas, con el objetivo de mejorar la eficiencia terapéutica

y racionalizar al méximo los tratamientos terapéuticos.?®%%

Hidroxilos

secundanos Hidroxilos
fimanos
Cawdad
Hidroldbica
'(n
o { ; B ;
w P 70—\ 0 Cavidad Hidréfobica
IJ..‘V - oM "9\/'\ ‘
(i ™o
~—0 "o /\ oM
/\ oM Q"
o oS
\s
M=\ on 2 oo
= o
L. /" 6
\ ' WO . . LA
L e VA Exterior Hidrofilico
®,

Figura 1-19. Esquema estructural de las CDs

Como se mencion6 anteriormente, las CD poseen una cavidad hidrofébica que puede
alojar, totalmente o parcialmente moléculas formando asi los complejos hospederos-
huésped (Figura 1-20), cuando el huésped se sitia dentro de la cavidad estos
compuestos de denominan compuestos de inclusién, cuando el huésped interacciona

fuera de la cavidad se denomina compuestos de asociacion.*
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Figura 1-20. Topologia de los compuestos de inclusién: a) total, b) axial, c) parcial d)

tipo sandwich, e) inclusion tipo 1:2, f) inclusion tipo 2:2, g) compuestos de asociacion

1.1.4.1 Compuestos de inclusion

Ding y colaboradores, reportan la sintesis de un nuevo compuesto de inclusion
Zn(2H1NA),e23-CD (2HINA = 4&cido 2-hidroxi-1-naftoico) 72, esta estructura fue
caracterizada por RMN 'H, IR, andlisis termogravimétrico (TG-DTA) y anélisis elemental,
el mecanismo de formacion del sistema supramolecular (2H1NA: Zn (11):3-CD) 72 fue
estudiado por espectrofluorimetria. Los resultados mostraron que los anillos de naftaleno

del complejo de Zn (2H1NA), fueron encapsulados dentro de la B-CD.*

Atmeh y colaboradores,* sintetizaron un nuevo complejo supramolecular donor-aceptor,
compuesto de una unidad polipiridil de Rutenio, coordinado covalentemente a la cara
secundaria de B-ciclodextrina y en la cara primaria, tiene un puente hidroxo de un
compuesto dinuclear de cobre(ll) (Figura 1-21). Este trabajo sugiere, transferencia de
electrones, desde el centro del cobre, al centro de rutenio polipiridil, el proceso de
transferencia de electrones se atribuye a una fotooxidacion del centro de rutenio excitado

por el dimero de cobre.
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Figura 1-21. Ruta sintética para Cu,CDRu

Por otro lado, Fernandes y colaboradores,® reportan la sintesis de un compuesto de
inclusién con B-ciclodextrina y un compuesto organometélico, Fc—-SiMe,—Fc [Fc=(n’-
CsHs)Fe(n’-CsH.)], diferrocenildimetilsilano, fue caracterizado en el estado sélido por
Difraccion de Rayos X en polvo (XRD), Andlisis Termogravimétrico (TGA) y
Espectroscopia de RMN (*3C, #°Si).
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1.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar dos complejos de Pd(ll) con ligantes tipo pirazolil-tiosemicarbazona como
también preparar sus respectivos compuestos con B-ciclodextrina y evaluar la actividad
antimicrobiana tanto de los ligantes libres, los complejos de Pd(ll) y los compuestos

incluidos parcialmente y/o asociados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Sintetizar y caracterizar por técnicas espectroscopicas los ligantes

tiosemicarbazonas y complejos Pd(ll)-pirazolil-tiosemicarbazonas.

% Preparar y caracterizar por técnicas espectroscopicas los compuestos de

inclusién entre los complejos Pd(ll)-pirazolil-tiosemicarbazona y la B-ciclodextrina.

< Evaluar in vitro la actividad biolégica de los complejos de Pd(Il) y sus compuestos

de inclusion.
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2. Capitulo 2

2.1 SECCION EXPERIMENTAL

2.1.1 GENERALIDADES

Todas las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia de capa delgada (CCD),
con placas de silica gel, Sigma Aldrich 25EA, empleando como revelador una lampara

UVSL - 25 alongitudes de onda corta y larga (254 nm y 365 nm).

Los disolventes empleados fueron metanol, etanol, hexano, cloroformo, diclorometano,
acetato de etilo, acetona grado analitico. Los reactivos utilizados fueron adquiridos de la
casa comercial Sigma — Aldrich (los compuestos PdCl,, tiosemicarbazida, 3-metil-1-fenil-

1-pirazol-4-carboxaldehido, 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido y B-ciclodextrina).

La determinacién de los puntos de fusion de los compuestos precursores y sintetizados
se realiz6 en un fusiébmetro Melt-temp Il marca Laboratory Devices del Laboratorio de
Compuestos de Coordinacion de Universidad Nacional de Colombia. Se utiliz6 un
rotovaporador Heidolph WB 2001, perteneciente al Laboratorio de Compuestos de
Coordinacién de la Universidad Nacional de Colombia.

Los espectros UV-vis fueron tomados en un Espectrometro Nanodrop 2000c
Spectrophotometer (Thermo Scientific) perteneciente al Laboratorio del Grupo de
Estudios para la Remediacion y Mitigacion de Impactos Negativos al Ambiente

(GERMINA), utilizando como disolvente dimetilsulféxido.
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Los espectros IR fueron tomados en un equipo FTIR-8400/8900 SHIMADZU del
Laboratorio de Espectroscopia de la Universidad del Valle con un rango de 4000 a 250
cm™, Nicolet iS10 Spectrometer Thermo Fisher Scientific de la Universidad Nacional de
Colombia, para muestra en forma sélida en pastillas de KBr.

El andlisis térmico TGA/DSC se realizdé en un equipo Rheometrics STA 500 (Reometrics
Scientific Inc.), perteneciente al Laboratorio de Catalisis Heterogénea de la Universidad
Nacional de Colombia, con una atmoésfera de Argén y a una rampa de calentamiento de
10 °C/min.

Los espectros RMN 'H, **C y bidimensionales fueron tomados en un espectrémetro
Bruker, Ultrashield™ NMR de 400MHz, empleando como solvente [DMSO-dg] deuterado,
perteneciente al Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad

Nacional de Colombia.

Los espectros DOSY RMN fueron tomados en un espectrémetro Bruker, AVANCE
DRX500 de 500 MHz, empleando como solvente [DMSO-d¢] deuterado, perteneciente al

Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad de Alicante, en Espafa.

2.2. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

2.2.1 Sintesis del ligante MePhPzTSC

El ligante MePhPzTSC fue preparado por reflujo en una relacién molar 1:1 de 1g 3-
metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido y 0.49 g tiosemicarbazida en 20 mL de etanol por 4
h, adicionando gotas de &cido acético a la mezcla. El precipitado blanco obtenido fue
lavado con etanol y secado. Obteniendo 0.986 g del producto, con un porcentaje de

rendimiento de 72%.
2.2.2 Sintesis del ligante Ph,PzTSC

El ligante Ph,PzTSC fue preparado de acuerdo al procedimiento de Leovac y

colaboradores® por reflujo en una relacion molar 1:1 de 1 g 1,3-difenilpirazol-4-
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carboxaldehido y 0.36 g tiosemicarbazida en 20 mL de etanol. Obteniendo 1.014 g del

producto, con un porcentaje de rendimiento 80%.
2.2.3 Sintesis del [Pd(MePhPzTSC),]

Se disolvieron en una relacion molar 1:1, 35 mg de PdCl, en 10 mL de metanol a
reflujo, se adiciond una disolucién en caliente de 50 mg de MePhPzTSC en 10 mL
metanol. La mezcla sigui6 bajo reflujo por 24 horas. Se observo que el cloruro de paladio
no reacciond totalmente, por lo que la relaciéon estequiometria de la reaccion fue 2:1
ligante a metal. Se obtuvo 54 mg de un sélido de color naranja que fue lavado con
metanol y secado. El porcentaje de rendimiento fue de 45 %.

2.2.4 Sintesis del [Pd(Ph,PzTSC),]

Se disolvieron en una relaciobn molar 1:1, 27.6 mg de PdCl, en 10 mL metanol a
reflujo. Se adiciondé una disolucion en caliente de 50 mg de Ph,PzTSC en 10 mL de
acetona.®® El reflujo se mantuvo por 24 h. Se observd que el cloruro de paladio no
reacciono totalmente, por lo que la relacion estequiometria de la reaccion fue 2:1 ligante
a metal. Obteniendo 56 mg de un soélido color amarillo mostaza, el cual fue filtrado,

lavado con metanol y secado. El porcentaje de rendimiento fue de 48.5 %.

2.2.5 Preparacion del compuesto de inclusion
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

Se realizé mediante la modificacion de la metodologia descrita por Guyot y
colaboradores.*” Se pesaron en una relacion molar 1:1, 15 mg de [Pd(MePhPzTSC),]
con 27.35 mg de B-ciclodextrina en una disolucién acuosa por 24 h con agitacion
constante a temperatura ambiente, se congeld con nitrégeno liquido y posteriormente

fue liofilizado.
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2.2.6 Preparacion del compuesto de inclusion [Pd(Ph,PzTSC),]*B-
CD

Se mezclé en un mortero de agata hasta obtener un polvo homogéneo, una relacion
molar 1:1, 15 mg de [Pd(Ph,PzTSC),] con 22.8 mg de B-ciclodextrina por la insolubilidad

del complejo en agua.
2.3 PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Estas pruebas se realizaron con bacterias gram positivas y negativas, la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y el hongo (Candida albicans), utilizando el ensayo
MIC para estimar minima cantidad inhibitoria (en pg/mL) aplicando la metodologia de
Bauger y colaboradores,®® para los precursores (ligantes, PdCl,) y complejos [Pd(ll)-

pirazolil-tiosemicarbazona] y los respectivos compuestos de inclusion.

1) Se us6é 9-10 mL de soluciéon salina (0.9% NacCl) estéril, en tubo de vidrio con tapa
rosca, para diluir 1-2 “loop” de microorganismo a ensayar crecidos ~24h en caja de agar
con medio de cultivo (TSA para bacterias y PDA para hongos). Se agit6 la suspensién

para suspender de manera efectiva las células inoculadas.

2) Se midié la absorbancia a 620 nm de la suspension preparada y se ajusto la densidad
Optica a 0,1-0,2 (equivalente a escala de MacFarland de 0.5; y a ~10° células/mL). La
dilucién se hizo con la misma solucién usada inicialmente en el paso 1) para suspender
las células. Se usé la misma soluciéon sin inocular como blanco para la lectura de

absorbancia.

3) Se coloco en el centro de una caja de Petri (estéril) ImL de suspension de células con
densidad Optica de 0.1-0.2 (equivalente a escala de MacFarland de 0.5; y a ~10°
células/mL con pipeta estéril de 20 mL del medio de cultivo. Se homogenizé bien la
suspension de células en el agar, agitando cuidadosamente la caja, en las direcciones
arriba-abajo y derecha- izquierda. Se dej6 secar el agar durante 30 minutos, como

minimo.
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4) Una vez seco el agar, se realizaron perforaciones en el mismo con un saca bocados n°
3 (8~0.6 mm) esterilizado por flameo con alcohol siguiendo la plantilla de la Figura 2-22.
Las posiciones deben ser 6 alrededor de la caja de Petri para colocar los agentes
antimicrobianos y una central para el control de solvente. Los cilindros de agar de los

pozos se retiraron con un asa de aguja estéril desde los bordes de los mismos.

solente 50

200 péq control 50 ppm control
® 9 @ 430 0opm ® ® @® 230 ppm

Figura 2-22. Plantillas utilizada para los pozos en las cajas con agar

5) En cada pozo formado en el agar de cada microorganismo a probar, se coloc6 20 uL
de los compuestos a probar en un rango de concentracion 500 a 50 ppm disueltos en
DMSO. Se coloco en el centro control del solvente usado para preparar los compuestos a
probar en el pozo central de cada caja de Petri y se utilizé controles positivos del efecto

antimicrobiano (antibittico, antifingico).

6) Finalmente se incubaron las cajas a 35°C por 24 h para todos los microorganismos.
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3. Capitulo 3

3.1 RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados y analisis de las caracterizaciones de los
ligantes 3-metil-1-fenil-1-pirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona y 1,3-difenilpirazol-
4-carboxaldehido tiosemicarbazonas, los compuestos de coordinacion de Pd(Il) y sus
respectivos compuestos con B-CD. También se presentan resultados de las pruebas

bioldgicas in vitro antimicrobianas.

3.1.1 Sintesis del ligante 3-metil-1-fenil-1-pirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)
Fue obtenido un soélido blanco con punto de fusién entre 202-204 °C, a partir de la

reaccion de condensacién entre la tiosemicarbazida vy el 3-metil-1-fenil-1-pirazol-4-

carboaldehido (Esquema 3-5). Su solubilidad se presenta en la Tabla 3-4.
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Esquema 3-5. Sintesis del ligante MePhPzTSC
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Tabla 3-4. Solubilidad del ligante MePhPzTSC

Solventes / Frio Temperatura Caliente
Temperatura (bafio de hielo) ambiente ( 25°C) (40-60°C)
THF - +/- +/-
Etanol - - -
Acetato de Etilo - - +/-
Cloroformo - - -
Acetona - - +/-
Diclorometano - - +/-
Hexano - - -
DMSO + + +

-Insolubilidad, + solubilidad

3.1.1.1 Caracterizaciones Espectroscopicas

La caracterizacion del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona
(MePhPzTSC), se realizé por Espectroscopia Infrarroja (IR), Ultravioleta-Visible (UV-vis),
Resonancia Magnética Nuclear monodimensional (*H, **C) y bidimensional.

El espectro UV-vis de un compuesto determinado permite analizar los diversos grupos

cromoéforos que existen en su estructura, segun las transiciones electrénicas que éstos
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posean. En la Tabla 3-5 se muestra los valores obtenidos del espectro UV-vis del ligante
MePhPzTSC (Anexo A-1) en dimetilsulfoxido.

Tabla 3-5. Banda de absorcion en la region UV-vis para del ligante MePhPzTSC,
concentracion 1.544x 10° M

Coeficiente de Transicion
Bandade | A(nm) | Nimero de | Absorbancia extincién molar electronica
absorcion onda (cm™) (M*cm™)
A 324 30864.2 0.421 27266.8 -1

El espectro UV-vis del ligante pirazolil-tiosemicarbazona presenta una banda A (Tabla 3-
5) que corresponde a transiciones electrénicas tipo 1 - T del grupo C=C del anillo

pirazélico, bencénico.

El espectro infrarrojo del ligante MePhPzTSC (Anexo B-1), se realiz6 en pastilla de KBr
desde 4000-400 cm™, sélo se interpretan las bandas mas representativas, como se indica
en la Tabla 3-6.

El espectro IR del ligante MePhPzTSC, presenta las bandas de absorcién esperadas
para el compuesto y también la desaparicion de la banda del carbonilo del pirazol
precursor lo que confirma la formacién del compuesto tiosemicarbazona. Se observé una
banda de absorcion en 1209 cm™ debido al estiramiento v(C=S) unido al &tomo
nitrégeno, a 1097 cm™ una banda debido al estiramiento v(C=S). En la regién entre 3000
a 4000 cm™ presenta dos bandas en 3424 y 3248 cm™ que corresponden al estiramiento
asimétrico y simétrico del grupo v(NH,) respectivamente, la banda a 3144 cm™ fue
atribuida al grupo v(NH) de la hidrazina, también se observé una banda fuerte en 1595
cm™ asignada al v(C=N) del grupo azometino, a 1551 cm™ la banda correspondiente al
grupo v(C=N),, del anillo pirazdélico. La ausencia de una banda alrededor de 2600 y 2800
cm™ que corresponde v(SH), indica que el ligante se encuentra en su tautémero

tiona.?3®
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Tabla 3-6. Principales bandas del espectro infrarrojo (cm™) para ligante MePhPzTSC

Asignacion v(cm ™)
Estiramiento N-H 3143
hidrazina
Estiramiento N-H 3423

asimeétrica (NH,)

Estiramiento N-H 3247
simétrica (NH,)

Estiramiento C=N 1590
Estiramiento C=N pz 1551
Estiramiento NHC=S 1209

Estiramiento C=S 1096

El espectro RMN *H del ligante MePhPzTSC (Anexo C-1), presenta 8 tipos diferentes de
protones esperados para el compuesto. En la Tabla 3-7 se muestran los desplazamientos
quimicos (8) de RMN *H en [DMSO-dg] para el ligante MePhPzTSC, donde se observa a
campo alto un singlete en 2.38 ppm, que integra para tres protones correspondientes al
grupo metilo, a 7.29 ppm un triplete con J= 7.5 Hz, que integra para un proton, que
corresponde al H, del anilllo aromatico, a 7.46-7.50 ppm un triplete que integra para tres
protones H-NH, y H,,, a 7.78 ppm un doblete con J= 8.03Hz que integra para dos
protones H,, a 8.07 ppm un singlete para un protén que corresponde al azometino CH=N,
a 8.17 ppm un singlete ancho que corresponde al otro protén no equivalente del grupo
NH, debido a la no libre rotacién sobre el enlace C-N y su caracter de doble enlace, a
8.85 un singlete que integra para un proton que corresponde al H-5 del pirazol, a campo

bajo 11.33 ppm un singlete que integra para un protén que corresponde al NH-C=S.



36 SINTESIS, CARACTERIZACION DE COMPLEJOS DE Pd(ll) CON LIGANTES
TIOSEMICARBAZONAS, SUS COMPUESTOS DE INCLUSION EN B-
CICLODEXTRINA CON POSIBLE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Tabla 3-7. Valores de desplazamientos quimicos (8) de RMN 'H del ligante
MePhPzTSC, 400 MHz, [DMSO-dg]

Sefial o (ppm) Integrales Asignacién
-(CHy) 2.38 3H Grupo metilo
CH=N 8.07 1H Azometino

NH-C=S 11.33 1H NH

7.46-7.50, 1H, 1H
N-H, 8.17 Grupo amino
H-5 8.85 1H C-H, pz
Hp 7.29 1H
Ho 7.78 2H Aromaticos
Hn 7.46-7.50 2H

En la Tabla 3-8 se presentan los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN *C
del compuesto 3-metil-1-fenil-1-pirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (Anexo C-2),
este compuesto presento las 9 sefiales esperadas, a 13.2 ppm el carbono del grupo
metilo, a 117.3 ppm el Cq del carbono C-4 del pirazol, los carbonos del sistema
aromatico aparecen a campo bajo 139.0 ppm que corresponde a un Cq del C; debido al
N-1, a 117.9 ppm el C,, a 126.2 pm C,, a 129.5 ppm el C,, el C-5 del pirazol a 128.3
ppm, a 135.8 ppm el carbono del azometino (CH=N), a 148.7 ppm, campo bajo aparece
el Cq del C-3 pirazol debido al efecto inductivo del nitrdgeno T excedente y finalmente a
177.3 ppm un Cq que corresponde al carbono del tiocarbonilo C=S ppm. Con el
experimento DEPT 135 (Anexo C-3) se identificaron los carbonos cuaternarios C-3

pirazol, C-4 del pirazol, C; y C=S.
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Tabla 3-8. Valores de desplazamientos quimicos (8) de RMN **C del
MePhPzTSC, 100 MHz, [DMSO-dg]
Sefial 6 (ppm) Asignacion
CHs; 13.2 Grupo metilo
3 148.7 C-3pz
4 117.3 C-4 pz
5 128.3 C-5pz
CH=N 135.8 Azometino
C=S 177.3 Tiocarbonilo
Ci 139.0
Co 117.9 Aromaticos
Cnm 129.5
Co 126.2

ligante

Con el experimento HSQC (Anexo C-4) fueron identificados los carbonos C,, C,, C, del

anillo bencénico y el carbono del grupo metilo por la correlacion directa *H-*C a'J de

los Ho, Hn, Hp vy la sefial del grupo CHs.

Con el espectro HMBC (Anexo C-5) fue posible asignar el protén del azometino, que

acopla a *J con la sefial NH-C=S, el C-3 pz con el acoplamiento a 3J con el H-5 pz, a 3J

con la sefial del protén azometino y a 2J con el metilo, el C-4 pz que acopla a 2J con el

metilo y 2J con el protén del azometino.
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3.1.2 Sintesis del

tiosemicarbazona (Ph,PzTSC)

El ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (Ph,PzTSC),
blanco, con un punto de fusion entre 216-217 °C, fue sintetizado segun lo reportado por
Leovac y colaboradores,®® a partir de una reaccién de condensacién entre 1,3-
difenilpirazol-4-carboxaldehido y la tiosemicarbazida (Esquema 3-6). En la Tabla 3-9 se

reporta la solubilidad de este compuesto.

/
N~\

QO

Esquema 3-6. Sintesis del ligante Ph,PzTSC

N 4 HNTON
H

S

I NH,

EtOH/HOAC

. N
- > 1.
reflujo © .
[0}
>

o

Tabla 3-9. Solubilidad del ligante tiosemicarbazona Ph,PzTSC

ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido

Sélido blanco
Rend. 80%
p.f. 216-217 °C

Solventes / Frio Temperatura Caliente

Temperatura (bafio de hielo) ambiente (25°C) | (40-60°C)
DMF - + +

Etanol - - -
Acetato de Etilo +/- +/- +
Cloroformo + +/- +
Acetona - +/- +
Diclorometano - +/- +-
Hexano - - -
DMSO + + +

-Insolubilidad, + solubilidad

sélido
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3.1.2.1 Caracterizaciones Espectroscopicas

La caracterizacion del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona
(Ph,PzTSC), se realiz6 por Espectroscopia Infrarroja (IR), Ultravioleta-Visible (UV-vis),
Resonancia Magnética Nuclear monodimensional (*H, **C) y bidimensional.

El espectro UV-vis permitié analizar los diversos grupos croméforos que existen en su
estructura, segun las transiciones electronicas que presenta, (Anexo A-2 y Tabla 3-10),

para el ligante Ph,PzTSC, que fue tomado en dimetilsulfoxido.

Tabla 3-10. Banda de absorcién en la regibn UV-vis para del ligante Ph,PzTSC,
concentracion 8.4 x 10°M

Coeficiente de
Bandade | A(nm) | Nimero | Absorbancia | extincién molar Transicién

absorcién de onda (Mtcm™) electrénica
(cm™)
A 322 31055.9 0.385 45833.3 -1"

El espectro UV-vis del ligante pirazolil-tiosemicarbazona presenta una banda A, que
corresponde a las transiciones electronicas tipo 1 - 1 del grupo C=C, de los anillos

bencénicos y pirazélico que presenta la estructura.

La Tabla 3-11 muestra los resultados obtenidos por espectroscopia IR en la region de
infrarrojo del ligante Ph,PzTSC (Anexo B-2). El espectro IR del ligante presenta bandas
caracteristicas del compuesto reportadas en la literatura.*

El ligante Ph,PzTSC, presenta en su espectro IR, una banda de absorcién en 1056 cm™
debido al estiramiento v(C=S) unido al &tomo nitrégeno, a 1207cm™ una banda debido
al estiramiento v(C=S). En la regién entre 3000 a 4000 cm™ presenta dos bandas en
3424 y 3348 cm™ que corresponden al estiramiento asimétrico y simétrico del grupo
v(NH,) respectivamente. La banda a 3150 cm™ fue atribuida al grupo v(NH) de la
hidrazina, una banda fuerte en 1597 cm™ asignada al v(C=N) del azometino, a 1545
cm™ la banda correspondiente al grupo v(C=N),, del anillo pirazolico. Aqui sélo se

interpretan las bandas mas representativas.
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Tabla 3-11.Principales bandas del espectro infrarrojo (cm™) para ligante Ph,PzTSC

Asignacion v(cm™) experimental| v(cm™) reportada
Estiramiento N-H asimétrica NH2 3424 3326
Estiramiento N-H simétrica NH2 3348 3257

Estiramiento N-H Hidrazina 3150 3140
Estiramiento C=N azometino 1597 1598
Estiramiento C=N pz 1545 1543
Estiramiento NH-C=S 1207 1221
Estiramiento C=S 1056 1064

En la Tabla 3-12 se presentan los desplazamientos quimicos de las sefiales de RMN *H
para ligante Ph,PzTSC (Anexo C-6), cuando se comparan los desplazamientos quimicos
con los reportados, son observadas diferentes sefiales para los protones debido a que el
espectro reportado fue tomado a 200MHz. El espectro del compuesto muestra las
siguientes sefiales a 7.39 ppm un triplete que integra para un proton Hy con J=7.2 Hz,
a 7.45-7.60 ppm un multiplete que integra para 5 protones Hy,', Hm, Hp, @ 7.69 ppm un
doblete con J= 7.6 Hz que integra para dos protones H,, a 7.76 ppm un singlete ancho
gue corresponde a uno de los dos protones no equivalentes del grupo NH,, a 7.91 ppm
un doblete con J= 7.7 Hz, que integra para dos que corresponden a los H,, a 8.22 ppm
un singlete ancho que corresponde al otro proton no equivalente del grupo NH,, a 8.24
ppm un singlete que integra para un proton que corresponde al proton del azometino
CH=N, a 9.18 ppm un singlete que integra para un proton que corresponde al H-5 pz, y
finalmente a campo bajo a 11.33 ppm un singlete que integra para un proton que

corresponde al NH-C=S.
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Tabla 3-12. Valores de desplazamientos quimicos () de RMN *H del ligante Ph,PzTSC,

400 MHz, [DMSO-d¢]

Senfal 5 (ppm) Asignacion Integraciones Asignacion
reportada (experimental) | experimental
H-5 9.18 8.22 1H C-Hpz
CH=N 8.24 9.19 1H Azometino
NH-C=S 11.33 11.34 1H NH
N-H, 7.91, 8.22 7.80, 8.27 1H, 1H Grupo amino
Hp
Hp 7.45-7.60 7.38-7.70 5H Arométicos
Hm
H, 7.69 7.38-7.70 2H
Ho 7.91 7.90 2H Aromaticos
Hp 7.39 7.38-7.70 1H

En el espectro de RMN **C (Anexo C-7), se observan las sefiales de 13 carbonos para

el compuesto Ph,PzTSC (Tabla 3-13), con desplazamientos quimicos parecidos a los

reportados en la literatura, correspondientes a 117.7 ppm un Cqg que corresponde al C-4

pz, los carbonos del sistema aromatico que se encuentra en el N-1 a 139.5 ppm un Cq
del C;, a 118.9 ppm el Cy, @ 130.1 ppm el C,,, a 127.4 pm C,. El C-5 del pirazol a 128.1
ppm, a 135.4 ppm el carbono del azometino (CH=N). A 151.8 ppm, campo bajo aparece

el Cq del C-3 pirazol debido al efecto inductivo del nitrégeno 1T excedente, los carbonos

del segundo sistema aromatico que se encuentra en el C-3 del pz, el Cq a 132.5 ppm C;

a 128.6 ppm C, 129.2 ppm C,, a129.0 ppm C, ay finalmente a 178.0 ppm un Cq que
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corresponde al carbono del tiocarbonilo C=S ppm. Con el experimento DEPT 135 (Anexo
C-8) se asignaron los carbonos cuaternarios (Cq) C-3 pirazol, C-4 del pirazol, C; C;, C=S
y se identificaron los C, y C,.

Con experimento HSQC (Anexo C-9) fueron identificados los C,, Cn, Cp, Cg, Cy, Cp,
correspondientes a los anillos bencénicos por la correlacion directa *H-*C a *J de los
Ho, Hm, Hp, Ho, Hi' Y Hp.

El espectro HMBC (Anexo C-10) permitio reasignar el proton del azometino que acopla a
*J con la sefial NH-C=S, el C-3 pz con el acoplamiento a 3J con el H-5 pz, a *J con el
proton del azometino y a 3J con el H,, el C-4 pz acopla a 2J con el H-5 pz y 2J con el

proton del azometino.

El espectro del experimento COSY *H-'H (Anexo C-11) permiti¢ identificar los Hm, Hm,
H, en el multiplete de la region 7.45-7.60 ppm.
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Tabla 3-13. Valores de desplazamientos quimicos (8) de RMN *C RMN del ligante

Ph,PzTSC, 100 MHz, [DMSO-dg]

Sefal S(ppm) Asignacién
3 151.8 C-3pz
4 117.7 C-4 pz
5 128.1 C-5pz
CH=N 135.4 Azometino
C=S 178.0 Tiocarbonilo
Cr 139.5
Co 118.9
Cm 130.1 Arométicos
Cp 127.4
G 132.5
Co 128.6 Aromaticos
Cn 129.2
C, 129.0







3.1.3 Sintesis del [Pd(MePhPzTSC),]

El complejo [Pd(MePhPzTSC),], fue sintetizado a partir del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona y el PdCl,, (Esquema 3-7). Es un sélido naranja, con un

punto de descomposicién a 290 °C. Su solubilidad se presenta en la Tabla 3-14, es un

compuesto muy polar, soluble en DMSO y DMF.

HsC «
V(s N-NH-C-NH,
2N\ \ 5 S
N

1n
i

0

m

p

PdCl,
reflujo

MeOH

HaC \
M3 4

2

Q

p

Esquema 3-7. Sintesis del complejo [Pd(MePhPzTSC),]

Tabla 3-14. Solubilidad del complejo [Pd(MePhPzTSC),]

N Pd
N/ \ \S

. N
INTS N\
\ NH,

Soélido naranja

Rend. 45%

p. descomp. 290°C

Solventes / Frio Temperatura Caliente
Temperatura (bafio de hielo) ambiente ( 25°C) (40-60°C)
THF - - -
Etanol - - +/-

Acetato de Etilo - - -

Cloroformo - - -
Acetona - - -
Diclorometano - - -
DMF + + +
DMSO + + +

-Insolubilidad, + solubilidad
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3.1.3.1 Caracterizaciones Espectroscopicas

La caracterizacion del complejo Pd(Il) se realiz6 por Espectroscopia Infrarroja (IR),
Ultravioleta-Visible (UV-vis), Resonancia Magnética Nuclear monodimensional (*H, **C) y
bidimensional.

Con espectroscopia UV-vis se identificaron las transiciones electrénicas principales que
presenta la molécula, (Anexo A-3 y la Tabla 3-15). Al comparar las bandas del espectro
UV-vis del complejo de Pd(ll) con el del ligante libre, fueron observados cambios en la

energia de estas bandas debido a la conjugacion del ligante y la formacién del complejo.

Tabla 3-15. Bandas de absorcion en la region UV-vis para [Pd(MePhPzTSC),],
concentracion 8.03 x 10°M

Bandas de | A(nm) | Niamero de | Absorbancia Co_eflgl,ente de Transiciones
extincion molar
absorcién onda (cm™) (Mtcm™) electrénicas
A 219 45622.1 0.295 36737.2 -1
B 359 27855.1 0.386 47890.8 n-1r*/
L—->MTC

En la Tabla 3-15, se presentan las bandas de absorcién en la region de UV-vis, del
complejo de [Pd(MePhPzTSC),]. Se observé una banda A en el espectro, que fue
atribuida a las transiciones electrénicas T-1* presentes en el grupo cromoéforo C=C de
los anillos bencénicos y pirazoélico, esta presenta un efecto hipsocrémico con respecto al
ligante debido a que la longitud de onda maxima se desplazo a una menor longitud de
onda (mayor energia). La banda B, se debe posiblemente a transiciones electronicas

n-r* presentes en el grupo tiosemicarbazona que se encuentran reportadas en este

15,20 39,21

rango, 0 a transiciones de transferencia de carga ligante-metal (L—-MTC) es

decir, transferencia de carga nitrégeno iminico (tiosemicarbazona) — Pd(ll). Debido a la
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superposicion de las transiciones de absorcion de la transferencia de carga con las
transiciones n-1r * impide la observaciény deteccion de las bandas esperadas para un

complejo de Pd(Il).

Al comparar el espectro de IR del [Pd(MePhPzTSC),] (Anexo B-3), con el espectro del
ligante, se realiz6 el siguiente analisis (Tabla 3-16):

El espectro del complejo, no presenta la banda atribuida al estiramiento del v(N-H) de la
hidrazina a 3143 cm™, lo que sugiere una posible desprotonacion de este grupo, la
presencia de una nueva banda a 1156 cm™ atribuida al estiramiento v(N-N) confirma la
desprotonacion del grupo v(N-H) de la hidrazina. La aparicion de nuevas bandas a 400

cm™y 441 cm™ correspondientes a v(Pd-S) y v(Pd-N) respectivamente,?44*

sugieren la
formacion del enlace del &tomo de paladio con estos atomos donores, ademas no se
observa la presencia de bandas en la region de 305-335 cm™ atribuida al v(Pd-Cl),** lo

gue permite sugerir que en la esfera de coordinacién no se encuentra este ligante.

De igual forma se observé un cambio en el desplazamiento de las bandas del C=N
azometino y C-S del tiocarbonilo, confirmando la coordinacién al metal por los atomos de

nitrégeno y azufre.

Tabla 3-16. Comparacion de las bandas representativas del espectro infrarrojo del ligante
libre y el complejo [Pd(MePhPzTSC),]

. 3 viem ) viem )
Asignacion Ligante Complejo
MePhPzTSC [Pd(MePhPzTSC),]
Estiramiento N-H asimétrica
(NHz) 3423 3446
Estiramiento N-H simétrica
(NH,) 3247 3308
Estiramiento N-H Hidrazina| |  emeeee-
3143
Estiramiento C=N azometino
1590 1619
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EstiramientoN-N | - 1156
Estiramiento C=N pz 1545 1536
Estiramiento C-S 1096 757
Pd-s | - 400
-------- 441
Pd- N

Cuando se comparan los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN *H del
ligante libre, con el complejo [Pd(MePhPzTSC),] tomado en [DMSO-d¢]. Se observa la
ausencia del proton correspondiente al NH-C=S, lo que indica la tioenolizacién del ligante,
descartando una estructura en donde el ligante se encuentre en el tautbmero tiona;
también un desplazamiento a campo alto de los protones del grupo amino que se solapan
con la sefial correspondiente al H, lo que sugiere un cambio en la densidad electronica de
esta parte de la molécula (-CSNH,) debido al cambio de tiona a tiol del grupo tiocarbonilo.
El desplazamiento a campo bajo del protén correspondiente al grupo azometino presenta
un Aé= 0.07 ppm cuando fue comparado con el del ligante libre. Este resultado
espectroscopico sugiere una menor densidad electronica sobre el grupo azometino,

indicando la coordinacién del metal por el atomo de nitrdgeno de este grupo.

En el espectro de RMN *H (Anexo C-12) se observan los desplazamientos quimicos del
complejo [Pd(MePhPzTSC),], a campo alto con un desplazamiento quimico a 2.35 ppm
un singlete que integra para seis protones correspondientes al grupo metilo, a 7.34-7.44
ppm un triplete deformado que integra para seis protones que corresponde a los cuatro
protones del grupo amino y dos protones H, del anillo aromatico, a 7.52 ppm un triplete
con J=7.58 Hz, que integra para cuatro protones que corresponden a los H,, a 7.85 ppm
un doblete con J=7.57 Hz, que integra para cuatro protones correspondientes a los H,, a
8.14 ppm un singlete que integra para dos protones que corresponde al del CH=N y
finalmente a campo bajo a 9.23 ppm un singlete que integra para dos, que corresponde
al H-5 pz (Tabla 3-17).
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Tabla 3-17. Comparacion de los desplazamientos quimicos (8) de los espectros RMN 'H
del ligante libre y el complejo en [DMSO-dg], 400 MHz

5 (ppm) 5 (ppm)
Sefial Ligante Complejo Asignacién
MePhPzTSC | [Pd(MePhPzTSC),]
Grupo metilo
-(CHy) 2. 38 2.35
CH=N 8.07 8.14 Azometino
H-5 8.85 9.23 C-H, pz
Ho 7.78 7.85
Hm 7.46-7.50 7.52 Aromatico
Hp 7.29 7.34 -7.44
NH-C=S 1133 | e NH
N-H; 8.17, 7.46-7.50 7.34-7.44 Grupo amino

En espectro de RMN **C [Pd(MePhPzTSC),], se observa un desplazamiento a campo
alto de la sefal correspondiente al tiocarbonilo a 172.16 ppm, al compararla con la sefial
en el ligante libre, ocurre un cambio significativo en su desplazamiento con A8=5.14 ppm
lo que sugiere el paso de tiona a tiol, este cambio en el desplazamiento confirma la
coordinacion del Pd(Il) al &tomo de azufre en forma tiol.****** E| desplazamiento quimico
a campo bajo de la sefial correspondiente al carbono del grupo azometino a 144.2 ppm en
el complejo de Pd(ll) y al compararlo con el desplazamiento quimico del ligante libre la
diferencia en el desplazamiento es de A8=8.4 ppm, un cambio muy significativo, que
indica una menor densidad electrénica sobre el nitrégeno de este grupo, sugiriendo asi la

coordinacion del metal al par de electrones del nitrégeno en este grupo.?*>°

En el espectro RMN *C (Anexo C-13) del complejo [Pd(MePhPzTSC),], se observa las
siguientes sefales (Tabla 3-18) a 11.9 ppm el carbono del grupo metilo, a 114.2 ppm el

Cq del C-4 del anillo pirazoélico, a 119.1 ppm el C,, a 130.0 ppm el C,,, a 132.7 ppm el C-5
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del pirazol, a 139.1 ppm el Cqg correspondiente al C; del anillo aromatico, a 144.2 ppm el
carbono del azometino (CH=N), a 152.2 ppm el C-3 del pirazol y finalmente a 172.1 ppm
el Cq del C-S.

Con el espectro del experimento HSQC (Anexo C-14) del complejo [Pd(MePhPzTSC),],
se identificaron los C,, Cn,, C, del anillo bencénico y el carbono del grupo metilo por las
correlaciones directas a'J con los Ho, Hp, H, ¥ la sefial del grupo metilo.

Los resultados del IR, RMN *'H y C, sugieren la formacién del complejo
21,41

[Pd(MePhPzTSC),] de tipo PdL,, como lo reporta Otero y colaboradores.

Con el espectro HMBC (Anexo C-15) del complejo [Pd(MePhPzTSC),], fue posible
asignar el C-3 pz por el acoplamiento a *J con el H-5 pz, a 3J con la sefial del azometino
y a %J con el metilo, el C-4 pz que acopla a 2J con el grupo metilo y 2J con la del

azometino.

Tabla 3-18. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros (8) de RMN
13C del ligante libre y el complejo Pd(Il), 100 MHz, [DMSO-dg]

Sefial 6 (ppm) Ligante 6 (ppm) Complejo Asignacion
MePhPzTSC [Pd(MePhPzTSC),]

-CH; 13.2 11.9 Grupo metilo

3 148.7 152.2 C-3pz

4 117.3 114.2 C-4 pz

5 128.3 132.7 C-5pz
CH=N 135.8 1442 Azometino
C=S 177.3 172.16 Tiocarbonilo

Ci 139.0 139.1

Co 117.9 119.1 Aromaticos

Cn 129.5 130.0

G, 126.2 127.4
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3.1.3.2 Actividad Biolégica para el complejo [Pd(MePhPzTSC),]

La actividad biolégica del complejo [Pd(MePhPzTSC),] se realiz6 utilizando el ensayo de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para evaluar su actividad antimicrobiana.

3.1.3.2.1 Actividad in vitro antimicrobiana

La actividad in vitro antimicrobiana se evalué por duplicado usando el método de
difusién en disco,*® en un rango de concentraciones entre 500 ppm-50 ppm utilizando
como solvente DMSO, utilizando el orden de la Figura 2-22, para el ligante libre
MePhPzTSC, el complejo de paladio, precursor y el complejo de Pd(ll)-tiosemicarbazona
en 5 bacterias (Tabla 3-19), Staphylococcus aereus ATCC 29213 (gram positiva),
Escherichia coli ATCC 25922 (gram negativa), Klebsiella pneumonioe ATCC 700603
(gram negativa), Bacillus thuringensis sp (gram positiva), Pseudomona aeruginosa sp
(gram negativa) y dos levaduras, Candida albicans ATCC 10231 y Saccaromyces
cerevisiae ATCC AH22, utilizando como control positivo para las bacterias cefalotina 40
mg/mL, excepto para la Pseudomona aeruginosa que se empled ciprofloxaxina 0.3% y
para las levaduras clotrimazol 1%.

El ligante libre, el complejo precursor de Pd(ll) y complejo de Pd(lIl)-tiosemicarbazona no
presentaron actividad antifingica en el rango de concentraciones utilizadas y el metal
precursor no presenté actividad antimicrobiana en el rango utilizado.

Para el caso de las actividad antibacteriana, el ligante pirazoil-tiosemicarbazona sélo
present6 inhibicion del crecimiento para el Bacillus thuringensis sp con una concentracion
minima inhibitoria de 250 ppm y con un halo de inhibiciéon de 0.6 cm (Anexo D-1), lo que
sugiere que puede presentar selectividad para bacillus gram positivos.

El complejo [Pd(MePhPzTSC),], presentd actividad tanto para cocos y bacillus. Para el
caso del S. aereus presentd una concentracion minima inhibitoria 200 ppm (Anexo D-
2),con un halo de inhibicion de 1.4 cm, lo que indica que el ibn metalico es el responsable
de esta actividad antibacteriana porque el ligante libre no presenté actividad en el rango
de concentraciones evaluadas, este comportamiento se puede explicar a través del

44,45

concepto de Overtone de permeabilidad celular y la Teoria de quelacion
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Tweedy,****4"*® de acuerdo con el concepto de Overtone, la membrana lipidica que
rodea la célula favorece el paso de s6lo materiales solubles en lipidos, la liposolubilidad
es un factor importante que controlala actividad antimicrobiana. Enla Teoria de
Tweedy, la polaridad del ion de Pd(Il) se reduce por el solapamiento de los orbitales del
ligante y el intercambio parcial de carga positiva del ion metélico a los atomos donores del
ligante, lo que aumenta la deslocalizacion de electrones = sobre el anillo quelato y mejora
la lipofilicidad de los complejos. Este aumento de la lipofilicidad incrementa la penetracion
del complejo en la membrana de lipidos y el bloqueo de los sitios de unién de metales en
las enzimas de los microorganismos, posiblemente perturbando el proceso de respiracion
de la célula y por lo tanto bloguean la sintesis de las proteinas que limitan el crecimiento
del organismo.*

Para el B. thuringensis, el complejo [Pd(MePhPzTSC),] presentd una concentracion
minima inhibitoria 300 ppm (Anexo D-3), con un halo de inhibicién de 0.8 cm, el complejo
metalico disminuyé la actividad antibacteriana al compararlo con el ligante libre, pero se

sugiere que existe sinergia ligante—metal, ya que el complejo presenté actividad.



53

Tabla 3-19. Concentraciébn Minima Inhibitoria en ppm para el ligante libre y el complejo

[Pd(MePhPzTSC),]
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) ppm
Microorganismo
Compuestos MePhPzTSC [Pd(MePhPzTSC),]
E.Coli > 500 > 500
K. pneumonie > 500 > 500
S. aeruginosa sp > 500 > 500
S. aureus > 500 200
B. thuringensis sp 250 300
C. albicans > 500 > 500
S. cerevisiae > 500 > 500

La variacion en la efectividad del complejo de Pd(ll) contra los diferentes organismos

depende de la impermeabilidad de las células de los microorganismos o las diferencias

en los ribosomas de las células microbianas.” Aunque el mecanismo exacto no se

conoce desde el punto de vista bioguimico, el modo de accién de los antimicrobianos

puede implicar diversos blancos o targets en los microorganismos como los siguientes:

50, 51

% Interferencia con la sintesis de la pared celular, dafio como resultado de la

alteracion en la permeabilidad celular o desorganizacién en la lipoproteina que

lleva a la muerte celular.

+ Desactivar diversas enzimas celulares,las cuales juegan un papel

en diferentes vias metabdlicas de los microorganismos.

vital
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/7
0‘0

La desnaturalizacion de una o mas proteinas de la célula, como resultado del

deterioro de los procesos celulares normales.

La formacion de un enlace de hidrégeno a través del grupo azometino con el
centro activo de componentes celulares, lo que resulta en una interferencia con el
proceso normal de la célula. Este efecto del grupo azometino (-C=N) implica la
formacion de un enlace de hidrégeno a través de este grupo conlos centros
activos de los constituyentes celulares dando como resultado la interferencia con

procesos normales de las células.***
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3.1.4 Sintesis del [Pd(Ph,PzTSC),]

El compuesto [Pd(Ph,PzTSC),] es un sélido amarillo mostaza, con un punto de
descomposicién a 290°C, fue sintetizado a partir de la reaccién entre 1,3-difenilpirazol-4-

carboxaldehido tiosemicarbazona y el PdCl, (Esquema 3-8). Su solubilidad se presenta en

la Tabla 3-20, este compuesto es soluble en DMSO.
m N\N
o \ /
)4 NANH-C-NH, MeOH
N &5 Il + PdCl,
1N S Reflujo

Solido amarillo mostaza
Rend. 48. 5%
p. descomp. 290 °C

i
o'
m
P

Esquema 3-8. Sintesis del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

Tabla 3-20. Solubilidad del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

Solventes / Frio Temperatura Caliente
Temperatura (bafio de hielo) ambiente ( 25°C) (40-60°C)
THF - - -
Etanol - - +/-

Acetato de Etilo - - -

Cloroformo - - -

Acetona - - R

Diclorometano - - -
DMF - - -
DMSO + + +

-Insolubilidad, + solubilidad
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3.1.4.1 Caracterizaciones Espectroscopicas

La caracterizacion del complejo [Pd(Ph,PzTSC),] se realizé por Espectroscopia Infrarroja
(IR), Ultravioleta-Visible (UV-vis), Resonancia Magnética Nuclear monodimensional (*H,
3C) y bidimensional.

La espectroscopia UV-vis fue utilizada para identificar las transiciones electrénicas
principales presentes en la molécula Anexo A-4 y la Tabla 3-21. Al comparar las bandas
del espectro UV-vis del complejo [Pd(Ph,PzTSC),] se observa un cambio en la energia
de estas bandas y aparecen de dos nuevas bandas en el espectro debido a conjugacion

del ligante y la formacién del complejo de Pd(ll).

Tabla 3-21. Bandas de absorcion en la regiébn UV-vis para [Pd(Ph,PzTSC),],
concentracion 4.73 x 10° M
Bandas de| A(nm) | Numero de |Absorbancia CO.Gf'C.',ente de Transiciones
extincién molar
absorcion onda (cm™) (M*cm™) electronicas
A 343 29154.5 1.471 31099.3 n— "
B 361 27700.8 1.878 39704.0 (L—>MTC)
C 367 27247.9 1.666 35221.9 (L->MTC)

En el espectro UV-vis para [Pd(Ph,PzTSC),], se observd la banda A correspondiente
posiblemente a las transiciones electronicas n-m* en el grupo tiosemicarbazona. Estas
bandas han sido reportadas en este rango.'®*

Las bandas B y C, se pueden atribuir a las transiciones de transferencia de carga ligante-
metal (L—->MTC), por la transferencia de carga nitrégeno iminico (tiosemicarbazona) —

Pd(11).2*%

Cuando se comparo el espectro de IR del [Pd(Ph,PzTSC),] (Anexo B-4, Tabla 3-22), con
el espectro del ligante, no se observa la banda atribuida al estiramiento del v(N-H) de la
hidrazina a 3150 cm™, lo que sugiere una posible desprotonacion de este grupo. También

se observo la presencia de una nueva banda débil a 1051 cm™ atribuida al estiramiento
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v(N-N) confirmando la desprotonacién del grupo v(N-H) de la hidrazina. El espectro IR
para el complejo de Pd(ll) presenta una banda muy débil a 550 cm™ correspondiente
v(Pd-N).2#*41 Ademéas no se observan la presencia de bandas en la region de 305-335
cm™ atribuida al v(Pd-CI)*! lo que puede sugerir que en la esfera de coordinacion no se
encuentra este ligante. También presenta un cambio en el desplazamiento de las bandas
del C=N azometino y C-S de tiocarbonilo, sugiriendo la coordinaciéon al metal por los

atomos de nitrégeno y azufre.

Tabla 3-22. Comparacion las bandas representativas del espectro infrarrojo del ligante
libre y el complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

_ _ viem ™ Ligante |[v(cm ™) Complejo
Asignacion (Ph,PzTSC) [Pd(Ph,PzTSC),]
Estiramiento N-H asimétrica NH, 3424 3423
Estiramiento N-H simétrica NH, 3348 3250
Estiramiento N-H Hidrazina 3150 | e
Estiramiento C=N azometino 1597 1615
EstiramientoN-N | - 1051
Estiramiento C=N pz 1545 1594
Estiramiento NH-C=S 1207 | -
Estiramiento C=S 1056 756
Pd-s |
PN e 550

Cuando fueron comparados los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN *H
del ligante libre y el complejo metélico (Tabla 3-23), tomados en [DMSO-d¢], no fue

observada la sefial del protdn correspondiente al NH-C=S, lo que indica la tioenolizacion
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del ligante, descartando una estructura en donde el ligante se encuentre con tautomeria
tiona; el desplazamiento a campo alto de los protones del grupo amino que se solapan
con el multiplete en la region 7.48-7.58 ppm vy el triplete a 7.41ppm, sugiere un cambio en
la densidad electrénica de esta parte de la molécula (-CSNH,) debido al cambio de tiona a
tiol del grupo tiocarbonilo, el desplazamiento a campo bajo del protdn correspondiente al
grupo azometino presenta un A8=0.1 ppm al compararlo con el ligante libre, este
resultado sugiere una menor densidad electrénica en sobre grupo azometino, indicando la

coordinacién del metal por los &tomos de nitrégeno de este grupo.

El espectro RMN 'H para el compuesto [Pd(Ph,PzTSC),] (Anexo C-16), presenta las
siguientes sefiales, a 7.41 ppm un triplete que integra para cuatro protones
correspondiente a Hp, y H-NH,, a 7.48-7.58 ppm un multiplete que integra para doce
protones Hy, Hn, Hy,, H-NH,, a 7.65 ppm un doblete con J = 7.7 Hz, que integra para
cuatro protones H,, a 7.97 ppm un doblete con J= 7.7 Hz, que integra para cuatro
protones H,, a 8.36 ppm un singlete que integra para dos protones correspondiente al del
grupo CH=N vy finalmente un singlete a 9.46 ppm que integra para dos protones que

corresponde al H-5 del pirazol.

Tabla 3-23. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros (8) del
RMN *H del ligante libre y el complejo de Pd(ll) en [DMSO-dg], 400 MHz

Sefial o (ppm) Ligante 6 (ppm) Complejo Asignacién
Ph,PzTSC [Pd(Ph,PzTSC),]
H-5 9.18 9.46 C-H pz
CH=N 8.24 8.36 Azometino
NH-C=S 11.33 | e NH
N-H, 7.91, 8.22 7.41, 7.48-7.58 Grupo amino
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Hp

H 7.45-7.60 7.48-7.58 Aromaticos
Hm

Ho 7.69 7.65

Ho: 7.91 7.97 Arométicos
Hp 7.39 7.41

Al realizar la comparacién de los desplazamientos quimicos de los espectros RMN *C
(Tabla 3-24) tomado en [DMSO-dg] del ligante libre y el complejo de Pd(ll) (Anexo C-17)
fue observado un cambio significativo en el desplazamiento de la sefal del tiocarbonilo a
172.6 ppm (pasa a campo alto) lo que sugiere el paso del tiona a tiol, los desplazamientos
quimicos entre el ligante libre y el complejo para esta sefial presenta un A§=5.8ppm, esta
evidencia espectroscopica indica la coordinacion del Pd(Il) al atomo de azufre del grupo
tiocarbonilo en su forma tiol.**** ** También se observé un cambio en el desplazamiento
guimico (a campo bajo) de la sefial correspondiente al carbono del grupo azometino a
144.2 ppm, con un A8= 8.8 ppm al comparar la sefial del ligante libre con la del complejo
sintetizado, esta evidencia espectroscopica indica menor densidad electrénica sobre
grupo, sugiriendo la coordinacion del metal al par de electrones del nitrégeno del grupo
azometino que presenta la estructura.**°

En el espectro RMN **C del complejo [Pd(Ph,PzTSC),] (Anexo C-17 y Tabla 3-24), fueron
observadas las siguientes sefiales a 112.8 ppm un Cqg correspondiente al C-4 pz, a
119.1ppm el C,, a 127.3 ppm el C,, a 128.6 ppm el C,, a 128.8 ppm C,, C, (CHx2), a
129.5 ppm el C,, a 131.1ppm el Cq del C;, a 133.0 ppm a C-5 pz, a 138.7 ppm el Cq del
Ci, a 144.2 ppm el carbono del CH=N, a 154.1 ppm el Cq del C-3 pz y adema4s, a campo
bajo presenta una sefial a 172.2 ppm que corresponde al carbono C-S. Con el
experimento DEPT 135 (Anexo C-18) se asignaron los carbonos cuaternarios (Cq) C-3

pirazol, C-4 del pirazol, C; C;, C=S, ylos C,y C,.
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Tabla 3-24. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros (8) del RMN
3C del ligante libre y el complejo en [DMSO-dg], 100 MHz

Sefial S (ppm) ligante &(ppm) complejo Asignacion
Ph,PzTSC [Pd(Ph,PzTSC),]
3 151.8 154.1 C-3pz
4 117.7 112.8 C-4 pz
5 128.1 133.0 C-5pz
CH=N 135.4 144.2 Azometino
C=S 178.0 172.2 Tiocarbonilo
C; 139.5 138.7
Co 118.9 1191
Aromaticos
Cw 130.1 129.5
Co 127.2 127.3
Ci 132.5 131.1
C, 128.6 128.86 Aromaticos
Cn 129.2 128.67
G, 129.0 128.89

Los resultados del IR, RMN *H y **C, sugieren la formacion del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
de tipo ML,, como lo reporta Otero y colaboradores® y Leovac y colaboradores con el
complejo [Ni(Ph,PzTSC),].*°
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Con el experimento HSQC (Anexo C-19) se asignaron los carbonos C,, C, C, Cg, Cp,
C,, de los dos anillo bencénicos, H-5 pz y proton del CH=N por la correlacion directa *H-

BCa'J delos Ho, Hm Hp Ho Hy, Hy, C-5 el carbono del azometino.

El espectro HMBC (Anexo C-20) permiti6 asignar el C-3 pz con el acoplamiento a 3J con
el H-5 pz, a 3J con la sefial del azometino y a 3J con el H,, el C-4 pz acopla a 2J con el

H-5 pz y la sefal del proton azometino.

Con el espectro del experimento COSY *H-'H (Anexo C-21) se asigno los Hy, Hy, H, por
el acoplamiento escalar con las sefiales de los protones correspondientes a Ho, Hy' 'y Ho:

3.1.4.2 Actividad Bioldgica para el complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

La actividad biol6gica del complejo [Pd(Ph,PzTSC),] se realiz6 utilizando el ensayo de
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) para evaluar su actividad antimicrobiana.

3.1.4.2.1 Actividad in vitro antimicrobiana

La actividad in vitro antimicrobiana se evalud por duplicado usando el método de difusion

en disco,*®

en un rango de concentraciones entre 500 ppm-50 ppm utilizando como
solvente DMSO, (Figura 2-22) para el ligante libre Ph,PzTSC, el complejo de paladio
precursor y el complejo de Pd(ll)-tiosemicarbazona (Tabla 3-25), en 5 bacterias,
Staphylococcus aereus ATCC 29213 (gram positiva), Escherichia coli ATCC 25922 (gram
negativa), Klebsiella pneumonioe ATCC 700603 (gram negativa), Bacillus thuringensis sp
(gram positiva), Pseudomona aeruginosa sp (gram negativa) y dos levaduras, Candida
albicans ATCC 10231 y Saccaromyces cerevisiae ATCC AH22, utilizando como control
positivo para las bacterias cefalotina 40 mg/mL, excepto para la Pseudomona aeruginosa
que se empled ciprofloxaxina 0.3% y para las levaduras clotrimazol 1%.

El ligante Ph,PzTSC y el complejo de Pd(ll)-tiosemicarbazona, no presentaron actividad
antifngica en el rango de concentraciones utilizadas, el metal precursor no presento

actividad ni antifangica, ni antibacterial en el rango evaluado.
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Para el caso de la actividad antibacteriana, el ligante pirazoil-tiosemicarbazona solo
presento inhibicion del crecimiento para el Staphylococcus aereus con una concentracion
minima inhibitoria de 450 ppm y con un halo de inhibicion de 1.0 cm (Anexo D-4), lo que
sugiere que puede presentar selectividad para cocos gram positivos.

El complejo [Pd(Ph,PzTSC),], present6 actividad para la bacteria gram positiva, S. aereus
con una concentracion minima inhibitoria 200 ppm, con un halo de inhibicién de 1.4 cm
(Anexo D-5), lo que indica que el iobn metalico mejora la actividad antibacteriana porque el
ligante libre present6 actividad a 450 ppm, este comportamiento se puede explicar a
través de una posible sinergia ligante-metal, el concepto de Overtone de permeabilidad

celular**

y la Teoria de quelacion Tweedy,*'®*"*® de acuerdo con el concepto de
Overtone la membrana lipidica que rodea la célula favorece el paso de s6lo materiales
solubles en lipidos, debido a que liposolubilidad es un factor importante que controla la
actividad antimicrobiana. En la Teoria de Tweedy, la polaridad del i6n de Pd(ll) se reduce
por el solapamiento de los orbitales del ligante y el intercambio parcial de carga positiva
del ion metdlico a los atomos donores del ligante, lo que aumenta la deslocalizacion de
electrones = sobre el anillo quelato y mejora la lipofilicidad de los complejos. Este
aumento de la lipofilicidad incrementa la penetracién del complejo en la membrana de
lipidos y el bloqueo de los sitios de union de metales en las enzimas de los
microorganismos, posiblemente perturbando el proceso de respiracion de la célula y por

lo tanto bloquean la sintesis de las proteinas que reducen el crecimiento del organismo.*

Tabla 3-25. Concentracién Minima Inhibitoria en ppm para el ligante libre y el complejo
[Pd(Ph,PZzTSC),]

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) ppm
Microorganismo
Compuestos Ph,PzTSC [Pd(Ph,PzTSC),]

E.Coli > 500 > 500

K. pneumonie > 500 > 500
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S. aeruginosa sp > 500 > 500
S. aureus 450 200

B. thuringensis sp > 500 > 500
C. albicans > 500 > 500
S. cerevisiae > 500 > 500

La variacion en la efectividad del complejo de Pd(ll) contra los diferentes
organismos depende ya sea de la impermeabilidad de las células de los microorganismos
o las diferencias en los ribosomas de las células microbianas.*® Aunque el mecanismo
exacto no se conoce desde el punto de vista bioguimico, el modo de accion de los
antimicrobianos puede implicar diversos blancos o targets en los microorganismos como

los siguientes:*°**

7
0.0

Interferencia con la sintesis de la pared celular, dafio como resultado de la
alteracion en la permeabilidad celular o desorganizacion en la lipoproteina que

lleva a la muerte celular.

X3

%

Desactivar diversas enzimas celulares, las cuales  juegan un

papel vital en diferentes vias metabdlicas de los microorganismos.

% La desnaturalizacion de una o mas proteinas de la célula, como resultado del

deterioro de los procesos celulares normales.

X3

%

La formacion de un enlace de hidrogeno a través del grupo azometino con el
centro activo de componentes celulares, lo que resulta en una interferencia en el

proceso normal de la célula. Este efecto del grupo azometino (-C=N) implica la
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formacion de un enlace de hidrégeno a través de este grupo conlos centros

activos de los constituyentes celulares dando como resultado la interferencia con

procesos normales de las células.***
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3.1.5 Preparacion del compuesto de asociacion y/o inclusion
parcial [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

El compuesto de asociacion y/o inclusion parcial [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD, es un sélido
naranja, con un punto de descomposicion a 280 °C fue preparado a partir del
[Pd(MePzTSC),] y la B-ciclodextrina, mediante una relacion molar 1:1, entre
[Pd(MePhPzTSC),] y la B-ciclodextrina (Esquema 3-9).

/A/ -0 HiC, })d
4
s Ha * m VAR —_ = Compuesto de
Y “ow . 2N, N > asociacion y/o inclusion

Hy ° o IN”® \Nf( parcial

Esquema 3-9. Preparacion del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD

3.1.5.1 Caracterizacion espectroscopica del compuesto
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

La caracterizacion del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD, se realizé6 por
Espectroscopia Infrarroja (IR), Resonancia Magnética Nuclear monodimensional (*H, **C),

bidimensional, DOSY (Diffusion-ordered spectroscopy).

En el Anexo B-5 se presenta la comparacion de los espectros IR del [Pd(MePhPzTSC),]e
B-CD, la mezcla mecanica, en Tabla 3-26 se comparan los espectros IR de los
compuestos anteriormente hombrados con la [(-ciclodextrina (Anexo B-6) y el complejo

de coordinacion libre (Anexo B-3), lo que permitié hacer el siguiente analisis:
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El espectro IR de la B-ciclodextrina presenta, una banda ancha en 3384 cm™, atribuida a
los estiramientos v(O-H), ademés las bandas a 2923 y 1653 cm™ atribuidas a los
estiramientos v(CH,) y a un modo de deformacién del agua, respectivamente. Las bandas
a 1417 y 1368 cm™ atribuidas a la deformacion v(C-H). La banda a 1157 cm™ es atribuida
a los estiramientos v(C-O-C), a 1080 cm™ los estiramientos v(C-OH) / v(C-C) y a 757 cm™

la vibracion del anillo piranosa.>

Al comparar los espectros IR del [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD con el complejo libre
[Pd(MePhPzTSC),] se observan las bandas caracteristicas de la B-ciclodextrina vy
pequefias variaciones en las bandas del complejo libre lo que indica interacciones débiles
como fuerzas intermoleculares débiles, entre la B-ciclodextrina y el complejo.>® También
se observa que las bandas correspondientes al estiramiento C=N azometino y
estiramiento C=N pz disminuyen su intensidad, sugiriendo asi una interaccién hospedero-

hdesped.

El espectro IR de [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD no presenta la banda correspondiente a la f3-
CD en 1653 cm™ atribuida a la deformacién (O-H). Por otro lado, las bandas
correspondientes a la deformacion §(C-H) de la B-CD en el compuesto
[Pd(MePhPzTSC),]*3-CD se observan una disminucién en sus frecuencias y una menor
intensidad lo que puede sugerir interacciones débiles posiblemente de tipo van der
Waals entre la ciclodextrina y el complejo metalico. El espectro IR del compuesto
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD presento afinamiento en las bandas correspondientes al
estiramiento v(O-H) y v(C-O-C), que no presentd la mezcla mecanica, el afinamiento de

la banda v(O-H) sugiere que se presenta asociaciones tipo hospedero- huésped.*®

Al comparar el espectro IR del compuesto de [Pd(MePhPzTSC),]*p-CD con el de la
mezcla mecanica, se observa que es muy similar a la complejo libre y la B-ciclodextrina,
aunque existen ciertas diferencias entre los desplazamientos de estiramiento v(C-O-C) y
deformacion C-H lo que sugiere interacciones débiles entre la 3-CD y el compuesto de
Pd(Il) sintetizado.

Estos resultados espectroscépicos sugieren la existencia de interacciones débiles de tipo

de van der Waals o enlaces de hidrégeno entre el complejo de Pd(ll)-tiosemicrabazona y
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la B-ciclodextrina.®* Los cambios no muy significativos en algunas bandas, sugieren la

formacion de un compuesto de asociacién entre B-CD y el complejo de Pd(ll).

Tabla 3-26. Datos comparativos de las principales bandas de los espectros de infrarrojo

de la B-ciclodextrina, el complejo libre de Pd(ll) y el complejo de asociacion y/o inclusién

parcial
v(iem ™) viem™) viem™) viem™)
Asignacion B- CD [Pd(MePhPzTSC),]| [Pd(MePhPzTSC),]* | [Pd(MePhPzTSC),]y
B-CD B-CD (mezcla
mecéanica)
Estiramiento OH 3384 | - 3385 Solapada con v( NH)
Estiramiento C-H
Metileno 2923 | - 2924 2923
Estiramiento C-O-C | 1157-~1030 |  ---------- 1156 -1029 1155 -1037
Estiramiento C-OH/| |  =mmememeee-
C-C 1080 1079 1080
Deformacion 8 (O-H) 1653 | e e e
Deformacion C-H 1417-1332 | - 1422 -1328 1422-1325
Estiramiento N-H
asimétricaNH, [ -------m--- 3446 | - 3400
Estiramiento N-H
simétricaNH, | = --------m-- 3308 [ e 3307
Estiramiento C=N
azometino | ---mememeeee- 1619 1619 1618
Estiramiento C=N pz
-------- 1536 1535 1534
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Cuando se comparan los desplazamientos quimicos (Tabla 3-27) de los espectros RMN
'H tomados en [DMSO-dg] del [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD (Anexo C-22), complejo de Pd(ll)
libre (Anexo C-12) y la B-ciclodextrina (Anexo C-23), se observan pequefias variaciones
en los desplazamientos quimicos de las sefiales de la B-CD y complejo libre en
[Pd(MePhPzTSC),]+B-CD.

Los protones del complejo [Pd(MePhPzTSC),]*f-CD sufren ligeros cambios de
desplazamiento a campo bajo del espectro al ser comparados con el complejo libre, lo
que indica variaciones en la densidad electronica por interacciones débiles no covalentes

del complejo metalico con la B-CD.*’

Las variaciones mas representativas en los desplazamientos quimicos de la B-CD en el
complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD son los protones H-3 (A8= -0.09 ppm) que se
encuentran localizados en la cavidad de la B-ciclodextrina, H-6-OH (A6= -0.03 ppm), H-3-
OH (A8= -0.03 ppm), H-4 (A5=0.05 ppm) que ese localiza en la parte externa, lo cual

puede indicar que se ha formado un compuesto parcialmente incluido y/o asociado.*®

El espectro del experimento ROESY (Anexo C-24) para el compuesto
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD no muestra acoplamiento espacial entre los H-3 y H-5 con
protones del complejo de Pd(ll)-tiosemicarbazona, posiblemente porque la interaccion es
muy débil o no existe,* lo que puede indicar que el compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

presenta un topologia de asociacion y/o parcialmente incluido.*
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Tabla 3-27. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros (6) del RMN

'H de la B-ciclodextrina, el complejo libre y el complejo asociado en [DMSO-dg], 400 MHz

Senfal 5 (ppm) S (ppm) 6 (ppm) AS(ppm) Asignacion
B-CD | [Pd(MePhPzTSC),] | [Pd(MePhPzTSC),]
*B-CD
H-1 (BCD) 4.83 | @ o 4.83 0 C-H (B-CD)
H-2 (BCD) 330 | - ~3.30 0 C-H (B-CD)
H-3 (B-CD) 366 | e 3.57 -0.09 C-H (B-CD)
H-4 (B-CD) 337 | e 3.32 -0.05 C-H (B-CD)
H-5 (B-CD) 355 | e 3.55 0 C-H (B-CD)
H-6 ab 366 | e 3.63 -0.03 C-H, (B-CD)
(B-CD)
B-CD-2-OH 5.70 5.73 -0.03
B-CD-3-OH 5.66 5.69 -0.03
B-CD-6-OH 4.44 4.47 -0.03
-(CH,) 2.35 2.36 -0.01 Grupo
metilo
CH=N 8.14 8.15 -0.01 Azometino
H-5 9.23 9.24 -0.01 C-H, pz
H, 7.85 7.87 0.02
Hm 7.52 7.53 -0.01 Aromaticos
Hp 7.34-7.44 7.34-7.38 0,-0.06
N-H, 7.34-7.44 7.34-7.38 0, -0.06 Grupo

amino
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En el espectro RMN 'H del compuesto asociado y/o incluido [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD
(Anexo C-22), se observan las siguientes sefiales, que se resumen en la Tabla 3-27. Las
sefiales correspondientes a los protones de la B-ciclodextrina a 4.83 ppm un singlete
ancho que corresponde al H-1 anomérico, a ~3.30 ppm el H-2, a 3.57 ppm el H-3, a 3.32
ppm el H-4, a 3.55 ppm el H-5, a 3.636 ppm el H-6 a,b. A 2.36 ppm un singlete
correspondientes al grupo metilo, a 7.34 -7.38 ppm un triplete deformado que corresponde
a los protones del grupo amino y al proton H, del anillo aromatico, a 7.53 ppm un triplete
gue corresponde a los Hp, a 7.87 ppm un doblete correspondientes a los protones H,, a
8.15 ppm un singlete que corresponde al proton del CH=N y a campo bajo a 9.24 ppm un
singlete que corresponde al H-5 pz.

Cuando fueron comparados los desplazamientos quimicos (Tabla 3-28) en los espectros
RMN C tomados en [DMSO-d¢] para el [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD (Anexo C-25), el
complejo de Pd(ll)-tiosemicarbazona libre y la B-ciclodextrina (Anexo C-26) se observaron
cambios en los desplazamientos quimicos de las sefiales de los carbonos del complejo
metdlico indicando interacciones entre el complejo con la B-CD, asociados con la
variacion en la densidad electrdnica por interacciones débiles no covalentes con la 3-CD

como de tipo van der Waals.>’

Las variaciones mas representativas en los desplazamientos quimicos de la 3-CD en el
complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD en el espectro fueron para los carbono C-3 (B-CD),
C-2 (B-CD) y C-6 (B-CD) lo que sugiere que el compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

posiblemente presenta un topologia de asociacién y/o parcialmente incluido.

Con el experimento HSQC (Anexo C-27) se identificaron los protones H-1, H-2, H-3, H-
4, H-5 y H-6 a,b de la B-ciclodextrina por la correlacién directa a'J de los carbonos C-1,
C-2,C-3,C-4,C-5y C-6.
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Tabla 3-28. Comparacién de los desplazamientos quimicos de los espectros (8) del

RMN *3C de la B-ciclodextrina, el complejo de Pd(ll) libre y el complejo asociacién y/o
parcialmente incluido en [DMSO-d¢], 100 MHz

Senfial S (ppm) S (ppm) 5 (ppm) Ad (ppm) Asignacion
(B-CD) [Pd(MePhPzTSC),] | [Pd(MePhPzTSC),] *
B-CD
C-1(B-CD) | 10242 | -l 102.42 0 C-H
C-2 (B-CD) 7290 | - 72.89 0.01 C-H
C-3 (B-CD) 7353 | - 73.53 0 C-H
C-4 (B-CD) 8203 | = - 82.03 0 C-H
C-5(B-CD) | 7252 | — - 72.52 0 C-H
C-6 (B-CD) 6039 | = - 60.41 -0.02 -CH;
-CHjs 11.90 12.04 0.14 Grupo metilo
C-3pz 152.26 152.16 -0.01 C-3pz
C-4pz 114.20 114.35 0.01 C-4pz
C-5pz 132.79 132.80 0.015 C-5pz
CH=N 144.29 144.24 -0.05 Azometino
C=s 172.16 172.21 0.05 Tiocarbonilo
Ci 139.13 139.23 0.1
Co 119.15 119.15 0 Aromaticos
Cm 130.07 130.04 -0.03
Cp 127.48 127.43 -0.05
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Se realiz6 el experimento DOSY RMN (Diffusion-ordered spectroscopy) que es una
técnica de gran alcance basada en la medicion de los coeficientes de difusion, a menudo
se describe como "cromatografia en RMN," por la habilidad de separar a los componentes
de una mezcla por sus coeficientes de difusion, es decir una separacion “virtual de las
especies”, esta técnica es de gran importancia para los sistemas supramoleculares

(hospedero-huésped), quimica combinatoria entre otras.>®®

En el caso de la interaccion huésped-ciclodextrina, los coeficientes de difusién no
presentan diferencias tan grandes, pero el método se aplica con éxito para este tipo de
compuestos.®® En los espectros DOSY, los desplazamientos quimicos (ppm)
se encuentran en el eje F2 (eje horizontal) y los valores de los coeficientes de difusion
D en el eje F1 (m?%s) (eje vertical).

En este trabajo se realizé el experimento DOSY para el complejo libre [Pd(MePhPzTSC),],
la ciclodextrina (B-CD) y [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD.

El experimento DOSY RMN se realiz6 con 1.1 mg de muestra en 0.7 mL de DMSO-dg,
para el complejo [Pd(MePhPzTSC),] (Anexo C-28), este presentando un coeficiente de

difusion a 4.4 x 10 m?/s.

El experimento DOSY RMN del complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD (Anexo C-29), se
realiz6 con 1.8 mg de muestra en 0.7 mL de DMSO-dg, se observaron claramente dos
coeficientes de difusion, el correspondiente a B-CD a 3.2 x 10 m%s y para el complejo

de coordinacion 4.24 x 10° m?/s.

El experimento DOSY RMN del complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD (Anexo C-30), con -
CD, se realiz6 utilizando 1.8 mg de [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD y 2.0 mg de B-CD, este
espectro no presentdé un comportamiento diferente en los coeficientes de difusion para la

ciclodextrina, esto sugiere que las interacciones son muy débiles,* tipo van der Waals.

La poblacion del huésped o guest population (p) que participan en la formacién del
compuesto de asociacibn o inclusibn parcial, se pudo calcular por medio

de los coeficientes de difusién observados de cada componente
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en el compuesto de asociacién y/o inclusién parcial yen forma libre, a través de las

ecuaciones (1) - (5): 61,62,63

Dobservado = plibre Dlibre + pcomplejo inclusion Dcomplejo inclusion (1)
Donde:

plibre + pcomplejo inclusion — 1 (2)

Piibre = 1- pcomplejo inclusion (3)

Dobservado ~ COrresponde  al  coeficiente de  difusiébn del complejo de  Pd(ll)
cuando hay ciclodextrina en el medio; Dyye €s el coeficiente difusion del
complejo de Pd(Il) en ausencia de B-CD; Pcomplejo inclusion €S 1a poblacion de complejo de
Pd(ll) que se acompleja con la B-CD Y Dcompiejoinciusicn €S €l coeficiente de difusion
del complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD.

Sustituyendo la ecuacion (3) en (1) y teniendo en cuenta, que el coeficiente de difusién
del [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD, es aproximadamente el mismo que de la - CD incluida y
asumiendo que el coeficiente de difusion de la B-CD es casi el mismo en su forma libre, se

puede decir que: D g.cp inciiida & D p-cp libre observada & D g-cpiibre (4), Sustituyendo (4) en (1):

pcomplejo inclusion = (Dlibre - Dcomplejo inclusién) /( Dlibre - DB-CD observada) (5) Aplicando estas reIaCioneS
matematicas encontradas en la literatura,®* se determiné p para conocer el porcentaje de
[Pd(MePhPzTSC),] que participa en la formacion del compuesto con la B-ciclodextrina,

sustituyendo (5), con los datos obtenidos de los espectros DOSY:

Peomplejo inclusion = (4.4 X 10" m?/s— 4.2 x 10" m?/s)/( 4.4 x 10™° m?/s - 3.12 x 10'°m?/s) x
100

Pcomplejo inclusion = 15.62%

Los resultados del experimento DOSY RMN sugieren que la interaccion del complejo de
Pd(ll)-tiosemicarbazona [Pd(MePhPzTSC),] con la B-CD es muy débil ya que los
coeficientes de difusiébn (D) no presentan mucha variaciéon, estos resultados son

coherentes considerando el tamafio de las especies, este resultado sugiere al igual que
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los otros datos experimentales que el compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD presenta

posiblemente una topologia de compuesto de inclusién parcial y/ o asociacion.®

3.1.5.2 Andlisis térmico (TG y DSC) del compuesto
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

El andlisis térmico con las técnicas TG (andlisis termogravimétrico) y  DSC
(calorimetria diferencial de barrido) han sido utilizadas para estudiar los complejos de
inclusion,*  mediante la comparacién del comportamiento térmico del complejo libre, la
ciclodextrina y mezcla mecanica siendo estos resultados complementarios a los
resultados de IR y RMN.

La curva DSC de la B-ciclodextrina en argdbn (Anexo E-1) presenta dos eventos térmicos
endotérmicos, el primero aproximadamente a 60°C que correspondiente a la perdida de
las moléculas de agua, el segundo a 320 °C que se asocia a la descomposicion del anillo

glicosidico de la B-CD.

La curva TG de la B-ciclodextrina (Anexo E-1) presenta dos eventos térmicos bien

definidos,®®°

el primero a temperatura menores a 100 °C, con pérdida de masa
aproximadamente de 13% correspondiente a la salida de aproximadamente 8 moléculas
de agua, entre 30 °C y 100 °C, con méaximo de 50°C, estas moléculas estan localizadas
en la cavidad como moléculas de aguas de inclusion y como aguas intersticiales,
manteniendo la estructura cristalina de esta.’*® El segundo evento entre 290 °C y 350 °C,
con un maximo de 320°C, esta asociado con una pérdida de masa de 89%
aproximadamente, que corresponde a la descomposicion del anillo glicosidico de la B -

CD.65'66

La curva DSC del complejo libre [Pd(MePhPzTSC),] en argén (Anexo E-2), presenta dos
eventos endotérmicos el primero aproximadamente a 290 °C, asociado con el punto de
fusion, seguido de un punto de descomposicion aproximadamente a 305 °C. La curva TG

del complejo libre (Anexo E-2) presenta un evento térmico con pérdida de masa de
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aproximadamente 66.10% alrededor de 275°C y 500°C asociado con descomposicién del

compuesto de Pd(ll).

La curva DSC para el compuesto de inclusibn parcial y/o asociacién
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD (Anexo E-3) presenta cuatro eventos térmicos, el primero a
50°C que estd asociado con la salida de moléculas de agua de la B-ciclodextrina, el
segundo a 280°C que corresponde posiblemente a la descomposicién de la [-
ciclodextrina libre a 350°C la descomposicion del compuesto libre y el Ultimo a 450°C se
puede atribuir a la descomposicién del compuesto de asociacién y/o inclusién parcial,
sugiriendo la formacién del compuesto de asociacion y/o inclusién parcial con

interacciones de tipo supramolecular como fuerzas de van der Waals.

La curva TG para el compuesto de inclusion parcial y/o asociacion [Pd(MePhPzTSC),]*B-
CD (Anexo E-3) presenta tres eventos térmicos, el primero entre 40°C y 50°C con una
pérdida de masa de 11.33 % que corresponde a la perdida de aproximadamente 8
moléculas de agua de la B-ciclodextrina, el segundo a 290°C que corresponde a una
pérdida de masa del 46.15 % debido a la descomposicién de los compuestos libres y
finalmente entre 295 y 500°C con una pérdida de masa del 72.85 % correspondiente a la

descomposicién del compuesto de asociacion.

La curva DSC de la mezcla mecanica [Pd(MePhPzTSC),] con B-CD (Anexo E-4)
presenta tres eventos térmicos, el primero alrededor de 65°C asociado con
pérdida de moléculas de agua de la 3-ciclodextrina, el segundo a 290°C asociado con el
punto de descomposicion de la B-ciclodextrina y finalmente a 368°C que corresponde a la

descomposicion del compuesto de Pd(ll).

La curva TG de la mezcla mecénica [Pd(MePhPzTSC),] con B-CD (Anexo E-4) presenta
dos eventos térmicos, el primero entre 30°C y 100°C, que esté asociado con una pérdida
de masa de aproximadamente 12 % que corresponde a la perdida de aproximadamente 8
moléculas de agua, el segundo entre 290°C-500°C que corresponde a una pérdida de
masa de aproximadamente 81.81 % posiblemente a la descomposicion de la 3-CD y del

compuesto de Pd(ll) libre.
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Cuando se comparan las curvas TG (Figura 3-23) y DSC (Figura 3-24) del complejo
libre, la B-CD y el compuesto de asociacion y/o inclusion parcial y la mezcla mecanica, el
comportamiento térmico que presentan es diferente, lo que sugiere interacciones
hospedero-huésped, debido a la formacion de un compuesto de asociacion a través de
interaccion débiles de tipo supramolecular como fuerzas de van der Waals.

120
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Figura 3-23. Curvas TG del complejo libre, la B-CD, el compuesto de asociacién y/o
inclusiéon parcial [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD y la mezcla mecéanica
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Figura 3-24. Curvas DSC del complejo libre, la B-CD, el compuesto de asociacion y/o
inclusién parcial [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD y la mezcla mecéanica
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Al comparar la curva DSC de la mezcla mecéanica y la del compuesto de asociacion y/o
inclusién parcial (Figura 3-24), el comportamiento térmico es muy similar debido a que las
moléculas entran en contacto y ocurre entre ellas interacciones muy débiles de tipo van
der Waals. La curva DSC del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD, presenta un pico
endotérmico a menor temperatura que la ciclodextrina libre lo que confirma la existencia
de interacciones entre el complejo [Pd(MePhPzTSC),] y la B-CD debido a la reduccion de
la cristalinidad de la ciclodextrina. De igual las curvas de descomposicion TG para el
compuesto de inclusion parcial y/o asociacion y la 3-CD son diferentes lo que sugiere de
igual forma la interaccién entre complejo [Pd(MePhPzTSC),] y la B-CD.

3.1.5.3 Actividad Biolégica para el complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-
CD

La actividad biol6gica del complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD se realizd utilizando el
ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para evaluar su actividad

antimicrobiana.

3.1.5.3.1 Actividad in vitro antimicrobiana para el compuesto de

asociacion y/o inclusion parcial [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

La actividad in vitro antimicrobiana se evalué usando el método de difusién en disco,*® por
duplicado, en un rango de concentraciones entre 500 ppm — 50 ppm (Figura 2-22),
utilizando como solvente DMSO y comparando los resultados con el complejo libre de
Pd(Il) (Tabla 3-29) en 5 bacterias, Staphylococcus aereus ATCC 29213 (gram positiva),
Escherichia coli ATCC 25922 (gram negativa), Klebsiella pneumonioe ATCC 700603
(gram negativa), Bacillus thuringensis sp (gram positiva), Pseudomona aeruginosa sp
(gram negativa) y dos levaduras, Candida albicans ATCC 10231 y Saccaromyces
cerevisiae ATCC AH22, utilizando como control positivo para las bacterias cefalotina 40
mg/mL, excepto para la Pseudomona aeruginosa que se empled ciprofloxaxina 0.3% y

para las levaduras clotrimazol 1%.



78 SINTESIS, CARACTERIZACION DE COMPLEJOS DE Pd(Il) CON LIGANTES
TIOSEMICARBAZONAS, SUS COMPUESTOS DE INCLUSION EN B-
CICLODEXTRINA CON POSIBLE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los resultados obtenidos para el compuesto de asociacion y/o inclusién parcial
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD no evidencian actividad antifingica en el rango de
concentraciones utilizadas al igual que el complejo libre de Pd(ll).

El compuesto de asociacion y/o inclusién parcial [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD sb6lo presento
actividad en las bacterias S. aereus y B. thuringensis sp en una concentracion minima de
450 ppm (Anexo D-6), con halos de inhibicion 0.8 cm y 1.0 cm respectivamente,
disminuyendo el rango de concentracién de inhibicién al compararlo con el complejo libre,
debido a la disminucion de la solubilidad del complejo [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD que lo
hace menos biodisponible.

Tabla 3-29. Concentracion Minima Inhibitoria en ppm para el complejo con Pd(ll) y
[Pd(MePhPzTSC),]*3-CD

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) ppm
Microorganismo
Compuestos [Pd(MePhPzTSC),] [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

E.Coli > 500 > 500
K. pneumonie > 500 > 500
S. aeruginosa sp > 500 > 500

S. aureus 200 450

B. thuringensis sp 300 450
C. albicans > 500 > 500
S. cerevisiae > 500 > 500
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3.1.6 Preparaciéon del compuesto de asociaciéon y/o inclusiéon
parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

El compuesto de asociacion y/o inclusion parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD, es un sdlido
amarillo mostaza, con un punto de descomposicion a 280 °C fue preparado en una
relacion molar 1:1 del [Pd(Ph,PzTSC),] y la B-ciclodextrina, (Esquema 3-10).

Ha A//Hz
A -0
A\ H1 + Compuesto de asociacién y/o
Hg OH \ _* inclusion parcial

Esquema 3-10. Preparacién del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

3.1.6.1 Caracterizacion espectroscopica del compuesto de

asociacion y/o inclusion parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

La caracterizacion del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD, se realiz6 por Espectroscopia

Infrarroja (IR), Resonancia Magnética Nuclear monodimensional (*H, **C) y bidimensional.

Al comparar en la Tabla 3-30 los espectros IR de los compuestos [Pd(Ph,PzTSC),]*3-CD,
la mezcla mecanica (Anexo B-7), con el de [B-ciclodextrina (Anexo B-6) y el complejo de
coordinacion libre (Anexo B-4), se observa espectro IR de la B-ciclodextrina presenta,
una banda ancha en 3384 cm™, atribuida a los estiramientos v(O-H), ademas las bandas a
2923 y 1653 cm™ atribuidas a los estiramientos v(CH.) y a un modo de deformacion del

agua, respectivamente. Las bandas a 1417 y 1368 cm™ atribuidas a la deformacion v(C-
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H). La banda a 1157 cm™ es atribuida a los estiramientos v(C-O-C), a 1080 cm™ los

estiramientos v(C-OH) / v(C-C) y a 757 cm™ la vibracion del anillo piranosa.>

Al comparar los espectros IR del [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD con el complejo libre
[Pd(Ph,PzTSC),] se observan las bandas caracteristicas de la B-ciclodextrina y ligeras
variaciones en las bandas del complejo de Pd(ll)-tiosemicarbazona libre, especialmente
en las bandas correspondientes al estiramiento C=N azometino y estiramiento C=N pz,
estas disminuyen su intensidad y cambian su desplazamiento lo que indica interacciones
entre la B-ciclodextrina y el complejo libre de Pd(ll) mediante fuerzas intermoleculares
débiles, sugiriendo asi una interaccion hospedero — htesped.*®

El espectro de [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD no presentd la banda de la B-CD a 1653 cm™
atribuida a la deformacion (O-H). Por otro lado, las bandas correspondientes a la
deformaciéon §(C-H) de la B-CD en el compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD se observan en
menor intensidad y disminuye su frecuencia, sugiriendo interacciones débiles
posiblemente de tipo van der Waals entre la B-ciclodextrina y el complejo de Pd(ll)-
tiosemicrabazona. El espectro IR del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*3-CD presentd
afinamiento en las bandas correspondientes al estiramiento v(O-H) y v(C-O-C), que no se
observé en el espectro IR de la mezcla mecanica, la presencia de este afinamiento de la
banda v(O-H) en los espectros IR de los compuestos con B-ciclodextrina sugiere que se

presenta asociaciones tipo hospedero - huésped.*®

Al comparar el espectro del compuesto de [Pd(Ph,PzTSC),]*-CD con el de la mezcla
mecanica, se observa que es muy similar a la complejo libre y la B-ciclodextrina, aunque
existen ciertas diferencias entre los desplazamientos de estiramiento v(C-O-C) y
deformacién C-H lo que sugiere interacciones débiles entre la 3-CD y el compuesto de

paladio-tiosemicarbazona.

Estos resultados espectroscopicos sugieren la existencia de interacciones débiles entre
el complejo de Pd(ll) y la B-ciclodextrina, sin embargo, los cambios no son muy grandes
en algunas bandas, indicando la formacion de un compuesto supramolecular con una
topologia de compuesto de asociacion o inclusion parcial debido a posibles interacciones

como fuerzas de van der Waals o enlaces de hidrogeno.
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Tabla 3-30. Datos comparativos de las principales bandas de los espectros de infrarrojo

de la B-ciclodextrina, el complejo libre y el complejo incluido parcial y/o asociado

v (cm ') B-CD v(em ™) v (cm ™) [Pd(Ph,PzTSC),]J*[v (cm ™) [Pd(Ph,PzTSC),]
Asignacion [Pd(Ph,PzTSC),] -CD
B-CD ( mezcla mecénica)
Estiramiento OH 3384 | e 3422 3407
Estiramiento C-H
Metileno 2922 | e 2922 2924
Estiramiento C-O-C | 1158 —~1030 | - 1157 - 1028 1158 -1027
Estiramiento C-OH /
C-C 1080 [ 0 e 1079 1080
5 (O-H) 1653 | 0 e e e
Deformacion C-H 1417 -1332 | = - 1501 -1420 1418 -1326
Estiramiento N-H Solapada con v (OH)
asimétricaNH, | = --------m-- 3446 | e
Estiramiento N-H Solapada con v (OH)
simétricaNH, |  -------—-- 3308 | e
Estiramiento C=N
azometino | ----memeeeee- 1619 1618 1621
Estiramiento C=N pz
-------- 1536 ~1600 1526

Cuando se comparan los desplazamientos quimicos de los espectros RMN *H (Tabla 3-
31) tomados en [DMSO-d¢] del [Pd(Ph,PzTSC),]*p-CD (Anexo C-31), complejo de Pd(ll)

(Anexo C-16) y la B-ciclodextrina (Anexo C-23), se observan pequefias variaciones en los

desplazamientos quimicos de las sefales de

la B-CD en el

complejo

libre y

[PA(Ph,PzTSC),]*B-CD. Los protones del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD presentan

ligeros cambios en los desplazamientos a campo bajo del espectro, al compararlo con el
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complejo lo que indica variaciones en la densidad electronica por interacciones débiles no

covalentes entre la -CD con complejo de Pd(ll).>’

Las variaciones mas representativas en los desplazamientos quimicos de la B-CD en el
compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*f-CD son los protones H-3 (A8= 0.01 ppm) que ese
localizado en la cavidad de la B-CD, H-4 (A8= 0.03 ppm), H-3-OH (Ad=-0.06 ppm) y H-6-
OH (A8= -0.01 ppm), que se ubican en la parte externa, estos resultados indican que se
ha formado un compuesto parcialmente incluido y/o asociado.® El espectro del
experimento NOESY (Anexo C-32) para el compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD no
muestran acoplamiento espacial con los H-3 y H-5 posiblemente porque la interaccion es
muy débil o no existe,®® lo que indica la formacién de un compuesto con topologia de

asociacion y/ o parcialmente incluido.

Tabla 3-31. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros (5) RMN *H
de la B-ciclodextrina, el complejo libre y el complejo incluido parcial y/o asociado en
[DMSO-de], 400 MHz

Sefial & (ppm) S (ppm) o (ppm) A3( ppm) Asignacién
B-CD [Pd(Ph,PzTSC),] [Pd(Ph,PzTSC),]*
B-CD

H-1 (B-CD) 483 | e 4.83 0 C-H (B-CD)
H-2 (B-CD) 330 | e 3.30 0 C-H (B-CD)
H-3 (B-CD) 366 | e 3.65 0.01 C-H (B-CD)
H-4 (B-CD) 337 | - 3.34 -0.03 C-H (B-CD)
H-5 (B-CD) 355 | e 3.56 -0.01 C-H (B-CD)
H-6 a,b (B- 366 | e 3.63 -0.03 C-H, (B-CD)

CD)
B-CD-2-OH 5.70 5.72 -0.02
B-CD-3-OH 5.66 5.72 -0.06
B-CD-6-OH 4.44 4.54 -0.01
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H5pz | - 9.46 9.46 0 C-Hpz
CH=N | - 8.36 8.33 -0.03 Azometino
N-H, | e 7.41, 7.40, 0.01-0 Grupo amino
7.48-7.58 7.48- 7.57 0.01
Hp | -
Hy | - 7.48-7.58 7.48- 7.57 0-0.01 Aromaticos
H, |
H, | 7.65 7.64 0.01
He | - 7.97 7.97 0 Aromaticos
P 7.41 7.40 -0.01

En la Tabla 3-31, las sefiales del espectro RMN 'H (Anexo C-31) para el
[Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD tomado en [DMSO-d¢], las sefiales de la B-CD aparecen a campo
alto a 4.83 ppm el H-1 como un doblete deformado, a 3.30 ppm el H-2, alrededor de 3.65
ppm el H-3, a 3.34 ppm el H-4, a 3.56 ppm el H-5 y a 3.63 ppm el H-6 a,b. A 7.405 ppm
un triplete que corresponde a los H, y H-NH,, a 7.48-7.57ppm un multiplete que
corresponde a los protones Hy,, Hn, Hp, H-NH,, a 7.64 ppm un doblete que corresponde a
los protones H,, a 7.96 ppm un doblete para los protones Hy, a 8.33 ppm un singlete
correspondiente al protén del grupo CH=N y finalmente un singlete a 9.46 ppm que
corresponde al H-5 del pirazol. Estos resultados en los desplazamientos quimicos para el
[Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD comparados con el complejo libre sugieren interacciones débiles

no covalentes entre el complejo metalico y la 3-CD.

Cuando se realizé la comparacion de los desplazamientos quimicos (Tabla 3-32) en los
espectros RMN **C tomados en [DMSO-dg] para el [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD (Anexo C-33),
el complejo de Pd(Il) y la B-ciclodextrina (Anexo C-26) se observd cambios en los
desplazamientos quimicos a campo bajo de las sefiales de los carbonos del complejo

metalico, lo que indica disminucién en la densidad electrénica debido a las interacciones
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entre el complejo de Pd(ll) y la B-CD, estas interacciones pueden ser de tipo van der
Waals.*’

Las variaciones mas representativas en los desplazamientos quimicos de la B-CD en el
complejo [Pd(PhPzTSC),]*B-CD en el espectro RMN **C, fueron para los carbono C-1 (B-
CD) C-2 (B-CD), C-4 (B-CD) (parte externa de B-ciclodextrina) y C-5 (3-CD) (cavidad de la
B-ciclodextrina), lo que sugiere que el compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD presenta una

topologfa de asociacién y/ inclusién parcial.*?

Por el experimento HSQC (Anexo C-34) se identificaron los protones H-1, H-2, H-3, H-4,
H-5 y H-6 a,b de la B-ciclodextrina por la correlacion directa a *J con los carbonos C-1,
C-2, C-3, C-4, C-5y C-6 de la B-ciclodextrina, los carbonos C,, Cr,, C, Cy, Cy, Cp, de los
dos anillo bencénicos, H-5pz y protén del CH=N por la correlacién directa *H-C a 'J de

los H,, Hm Hp Ho Hi, Hp', C-5 el carbono del azometino.

Tabla 3-32. Comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros (8) del RMN
13C de la B-ciclodextrina, el complejo libre y el complejo incluido parcial y/o asociado, en
[DMSO-de], 100 MHz

Sefial S (ppm) o (ppm) o (ppm) AS Asignacién
B-CD [Pd(Ph,PzTSC),] | [PA(Ph,PzTSC),]* | (ppm)

C-1(B-CD) | 10242 | — - 1%2(3.51)0 0.02 C-H
C-2 (B-CD) 7290 | - 72.85 0.05 C-H
C-3 (B-CD) 7353 | @ - 73.52 0.01 C-H
C-4 (B-CD) 8203 | = 82.01 0.02 C-H
C-5 (B-CD) 7252 | 72.50 -0.02 C-H
C-6 (B-CD) 60.39 | - 60.41 0.01 C-H,

3 154.19 154.71 0.52 C-3pz

4 112.89 113.42 0.56 C-4pz
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5 133.00 133.55 0.55 C-5pz

CH=N 144.22 144.67 0.45 Azometino

C=S 172.24 172.70 0.461 Tiocarbonilo
(o 138.73 139.21 0.48

Co 119.13 119.69 0.57 Aromaticos
Cw 129.54 130.14 0.60
Cy 127.34 127.96 0.63
C 131.14 131.62 0.48

Aromaticos
Co 128.86 129.44 0.58
Cm 128.67 129.27 0.61
Cp 128.89 129.52 0.67

3.1.6.2 Analisis térmico (TG y DSC) del compuesto
[Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

La curva DSC de la B-ciclodextrina en argdbn (Anexo E-1) presenta dos eventos térmicos
endotérmicos, el primero aproximadamente a 60°C, el segundo a 320 °C que se asocia al
punto de descomposicion. La curva TG de la B-ciclodextrina (Anexo E-1) presenta dos

eventos térmicos bien definidos,®>°®

el primero menor a 100 °C, con pérdida de masa
aproximadamente de 13% correspondiente a la salida de aproximadamente 8 moléculas
de agua, entre 30°C y 100°C, con maximo de 50°C, estas moléculas estan localizadas en
la cavidad como moléculas de aguas de inclusidon e intersticiales, manteniendo la
estructura cristalina de esta.”®®® El segundo evento térmico entre 290°C y 350°C, con un

méximo de 320°C, que estd asociado con una pérdida de masa de 89%
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aproximadamente, que corresponde a la descomposicién del anillo glicosidico de la B-
CD 65,66

La curva DSC del complejo libre [Pd(Ph,PzTSC),] en argdén (Anexo E-5), presenta cuatro
eventos endotérmicos, el primero alrededor de 50°C que corresponde a salida de
moléculas de agua asociadas a la humedad del compuesto, a 290°C asociado con el
punto de fusion, a 382°C y 480°C asociados a una primera y segunda descompaosicién del
complejo [Pd(Ph,PzTSC),]. La curva TG complejo libre [Pd(Ph,PzTSC),] en argdn (Anexo
E-5), presenta dos eventos endotérmicos, el primero entre 0°C -100°C con un maximo de
40°C, que corresponde a una pérdida de masa de aproximadamente 11.9 %, el segundo
entre 290°C y 500°C con un maximo de 290°C, con una pérdida de masa 62.85 %.

La curva DSC para el compuesto de inclusion parcial y/o asociacion [Pd(Ph,PzTSC),]*B-
CD (Anexo E-6) presenta cinco eventos térmicos, el primero asociado a 60°C que
corresponde a pérdida de moléculas de agua, el segundo evento térmico a 280°C
asociado a la descomposicion del compuesto de Pd(ll) libre y 325°C asociado a la
descomposicion de la B-ciclodextrina y finalmente a 350°C-430°C a la primera y segunda
descomposicion del compuesto de asociacion y/o inclusién parcial, las dos distintas
adsorciones de calor durante la descomposicion puede indicar la existencia de una
interaccion entre B-CD y el complejo de Pd(ll). La curva TG para el compuesto de
inclusion parcial y/o asociacion [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD (Anexo E-6) presenta dos eventos
térmicos, primero entre 0°C- 100°C con un maximo de 50°C, asociado a una pérdida de
masa aproximadamente de 7.89 % debido a la salida de moléculas de agua de la B-
ciclodextrina y entre 280°C - 500°C con un maximo de 280°C, asociado a una pérdida
masa del 91.42 %.

La curva DSC de la mezcla mecanica [Pd(Ph,PzTSC),] con B-CD (Anexo E-7) presenta
tres eventos térmicos, un pico entre 20°C-50°C que corresponde a la pérdida de
moléculas de agua de la B-ciclodextrina y del compuesto de coordinacion humedo, el
segundo a 290°C que corresponde posiblemente a la descomposicién del compuesto de
coordinacion de Pd(ll) y el dltimo a 390°C que puede estar asociado a la descomposicion
de la B-ciclodextrina. La curva TG de la mezcla mecénica [Pd(Ph,PzTSC),] con B-CD

(Anexo E-7) presenta dos eventos térmicos, entre 0°C-100°C, con un méaximo de
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temperatura de 40°C, que corresponde a una pérdida de masa aproximadamente de
10.71 % que es debido a la perdida de moléculas de agua de la B-ciclodextrina y del
complejo de coordinacion de Pd(Il) libre humedo, y el segundo de 280°C-500°C que

corresponde a una pérdida de masa aproximadamente de 68 %.

Cuando se compara las curvas DSC (Figura 3-25) y TG (Figura 3-26) del complejo libre,
la B-CD, el compuesto de asociacion y/o inclusion parcial y la mezcla mecanica,
presentan un comportamiento térmico diferente, lo que sugiere interacciones hospedero-
huésped, debido a la formacion de un compuesto de asociacién a través de interacciones

débiles de tipo supramolecular como fuerzas de van der Waals.

2
E
% w Bt g -ciclodextrina
g w——Pd(Ph2PZTSC)2]
(=]
2 [Pd(Ph2PzTSC)2]*B-CD
(V9 '6 |
Mezcla mecdanica
_8 |
-10
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Temperatura (°C)

Figura 3-25. Curvas DSC del complejo libre, la B-CD, el compuesto de asociacién y/o

inclusion parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD y la mezcla mecanica
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Figura 3-26. Curvas TG del complejo libre, la B-CD, el compuesto de asociacion y/o
inclusion parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD y la mezcla mecanica

Al comparar la curva DSC de la mezcla mecanica y el compuesto de asociacion y/ o
inclusién parcial (Figura 3-25), se observa un comportamiento térmico diferente lo que
sugiere la formacion interacciones hospedero-huésped. La curva DSC de la mezcla
mecanica presenta similitud con la curva DSC del complejo libre especialmente en el
evento endotérmico a 290°C que es asociado con el punto de fusién del complejo de
coordinacién de Pd(ll), lo que sugiere la formacion de interacciones hospedero-huésped,
debido a la formacién de un compuesto de asociacion a través de interaccion de tipo
supramolecular. Las curvas TG del compuesto de inclusién parcial y/o asociacion, el
complejo de Pd(ll) y la B-CD presentan diferentes eventos de descomposicion lo que
confirma la interaccién de tipo supramolecular entre el [Pd(Ph,PzTSC),] y la 3-CD.

3.1.6.3 Actividad Bioldégica para el complejo [Pd(Ph,PzTSC),]*B-
CD

La actividad biolégica del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD se realiz6 utilizando el ensayo

de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) para evaluar su actividad antimicrobiana.



89

3.1.6.3.1 Actividad in vitro antimicrobiana para el compuesto de

asociacion y/o inclusion parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

La actividad in vitro antimicrobiana se evalué usando el método de difusién en disco,® por
duplicado, en un rango de concentraciones entre 500 — 50 ppm (Figura 2-22) utilizando
como solvente DMSO, comparando los resultados con el complejo libre de Pd(ll) (Tabla 3-
33) en 5 bacterias, Staphylococcus aereus ATCC 29213 (gram positiva), Escherichia coli
ATCC 25922 (gram negativa), Klebsiella pneumonioe ATCC 700603 (gram negativa),
Bacillus thuringensis sp (gram positiva), Pseudomona aeruginosa sp (gram negativa) y
dos levaduras, Candida albicans ATCC 10231 y Saccaromyces cerevisiae ATCC AH22,
utilizando como control positivo para las bacterias cefalotina 40 mg/mL, excepto para la
Pseudomona aeruginosa que se emple6 ciprofloxaxina 0.3% y para las levaduras

clotrimazol 1%.

El compuesto de asociacién y/o inclusion parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD no presentd

actividad antifingica en el rango utilizado y la inclusién no mejoré la actividad.

El compuesto de asociacion y/o inclusiébn parcial [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD presentd
actividad antibacteriana para S. aereus a una concentracibn minima inhibitoria de 250
ppm (Anexo D-7) con un halo de inhibicién de 0.8 cm, este resultado sugiere que la

inclusién no mejora la actividad contra la bacteria S. aereus.

El compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD presentd actividad para el B. thuringensis sp a
diferencia del complejo libre, con una concentracibn minima inhibitoria de 450 ppm
(Anexo D-8), con un halo de inhibicién de 1 cm, lo que sugiere que la inclusion mejora la
actividad, esto puede explicar ya que la B-ciclodextrina, puede interaccionar con los
fosfolipidos (que son lipidos que constituyen las membranas celulares), causando un
rearreglo o desorden en la membrana que permite aumentar su fluidez y permeabilidad,
pudiendo asi el complejo penetrar al interior de la célula y realizar su actividad de inhibir
el crecimiento.®” Estos resultados son sustentados con una teoria donde las CD pueden
extraer y formar complejos de inclusion con los lipidos y otros fracciones hidrofébicas de
la membrana celular. Asi, la membrana de la célula se vuelve mas permeable.®® Otra

hipotesis es que CD interactia con el ADN vy lo protege de algunas cargas negativas
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resultantes de pequefas repulsiones carga-carga que se forman entre el ADN vy la
membrana celular. La Ultima se basa en que la ciclodextrina interactia con grupos
hidrofébicos, en la célula y contrarresta la repulsion carga —carga entre el ADNYy
la membrana de la célula. La primera hipétesis se basa en el hecho de que las CD puede
extraen el colesterol, lipidos y otros componentes de la membrana celular y forma
complejos de inclusion estable, la extraccion de componentes de la membrana hace que

esta sea mas permeable.®®

Tabla 3-33. Concentracion Minima Inhibitoria en ppm para el complejo con Pd(ll) vy
[Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) ppm
Microorganismo
Compuestos [Pd(Ph,PzTSC),] [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

E.Coli > 500 > 500
K. pneumonie > 500 > 500
S. aeruginosa sp > 500 > 500

S. aureus 200 250

B. thuringensis sp > 500 450
C. albicans > 500 > 500
S. cerevisiae > 500 > 500
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

X Fueron sintetizados dos ligantes pirazolil-tiosemicarbazonas y caracterizados por
diferentes técnicas espectroscoépicas, tales como espectroscopia infrarroja, UV-vis, RMN
mono Yy bidimensional. Los resultados obtenidos indican la obtencion exitosa de estos
ligantes.

X Se sintetizaron 'y caracterizaron dos complejos de Pd(ll)-pirazolil
tiosemicarbazonas por diferentes técnicas espectroscopicas, tales como espectroscopia
infrarroja, UV-vis, RMN mono y bidimensional, en donde se observé por RMN 'H, la
desprotonaciéon del NH-C=S, indicando una tioenolizacién y coordinacién por el atomo
de azufre en forma tiol y por diferencias significativas en los desplazamientos quimicos
del RMN *C del carbono del grupo CH=N azometino la coordinacién al par de

electrones del nitrdgeno por el metal.

@,

X Al comparar los resultados espectroscopicos para los complejos Pd(ll)-pirazolil-
tiosemicarbazonas, con complejos de Pd(Il) con otros ligantes tiosemicarbazonas, en
donde el ligante sufre una desprotonacion del NH-C=S como los reportado por Otero y

colaboradores? se propone complejos de paladio(ll) tipo [Pd(TSC).].

K/

X Fueron preparados los compuestos de los complejos de Pd(ll)-pirazolil-
tiosemicarbazona con la B-ciclodextrina, y caracterizados por espectroscopia IR, RMN,
DOSY vy andlisis térmico, los resultados obtenidos para ambos compuestos
[Pd(MePhPzTSC),]*B-CD y [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD indicaron la formacion de compuestos

de topologia asociada y/o inclusion parcial.
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X En cuanto a los resultados de actividad biolégica para los ligantes libres, el
MePhPzTSC, present6é actividad para la bacteria B. thuringensis sp, el complejo de
paladio [Pd(MePhPzTSC),] no mejoré la actividad del ligante libre, pero este resultado

sugiere una sinergia metal-ligante.

X El ligante Ph,PzTSC libre presentd actividad para la bacteria S. aereus, el
complejo metdlico mejora la actividad de inhibicion del crecimiento lo que sugiere un

efecto de metal en la actividad antibacteriana.

<> Los resultados de actividad antimicrobiana para los complejos de Pd(ll)-pirazolil-
tiosemicarbazonas obtenidos mostraron actividad para bacterias gram positivas.

X Los resultados de actividad antimicrobiana para los compuestos de Pd(ll)-
pirazolil-tiosemicarbazonas con B-CD no presentan actividad contra las levaduras

evaluadas .

X3 El compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD presenté un rango de inhibicion de
crecimiento para la bacteria S. aereus muy parecido al complejo metdlico libre, para el
caso de la bacteria B. thuringensis sp, la inclusion parcial y/o asociacion parcial
disminuye notablemente el rango de inhibicién del crecimiento, para ambos casos la

inclusién parcial y/ asociacion con 3-CD no mejora actividad.

X El compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD presenté un rango de inhibicibn de
crecimiento para la bacteria S. aereus muy parecido al complejo metdlico libre, para el
caso de la bacteria B. thuringensis sp que presenté una concentracién minima inhibitoria
a 450 ppm, el complejo libre no presenté actividad, en este la inclusiébn parcial y/o

asociacion mejora la actividad.

4.2 Recomendaciones

+ Se sugiere realizar otros estudios de actividad bioldégica como por ejemplo

ensayos citotoxicos, actividad antineoplésica, para evaluar el comportamiento de
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los ligantes libres, complejos Pd(ll)-tiosemicarbazona y sus respectivos
compuestos con B-CD, lo que permitira confirmar un efecto del metal a la
actividad o si existe sinergia metal-ligante y por otro lado efecto del sustituyente

en la actividad.

Espectrometria de masas y andlisis elemental para los complejos de Pd(ll)
sintetizados.

De igual forma se sugiere, realizar sintesis, caracterizacion y evaluacién de la
actividad biologica de nuevos complejos-pirazolil-tiosemicarbazonas utilizando
otros metales bioactivos como Rodio, Platino, Estafio entre otros, para asi evaluar

el efecto del metal sobre la actividad biologica.
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A. Anexo: Anexos espectros UV-vis

A-1. Espectro UV-vis del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

A-2. Espectro UV-vis del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)

A-3. Espectro UV-vis del complejo de [Pd(MePhPzTSC),]

A-4. Espectro UV-vis del complejo de [Pd(Ph,PzTSC),]
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B. Anexo: Anexos espectros IR

B-1. Espectro infrarrojo del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

B-2. Espectro infrarrojo del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)

B-3. Espectro infrarrojo del complejo [Pd(MePhPzTSC),]

B-4. Espectro infrarrojo del complejo de [Pd(Ph,PzTSC),]

B-5. Comparacion de los espectros IR del [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD y su mezcla mecanica

B-6. Espectro infrarrojo de la B-ciclodextrina

B-7. Comparacion de los espectros IR del [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD y su mezcla mecanica
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C.

Anexo: Anexos espectros RMN

C-1. Espectro RMN *H del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

C-18.

Espectro DEPT 135 del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

C-2. Espectro RMN = C del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

C-19.

Espectro HSQC del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

C-3. Espectro DEPT 135 del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

C-20.

Espectro HMBC del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

C-4. Espectro HSQC del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

C-21.

Espectro COSY 'H-'H del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

C-5. Espectro HMBC del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-
carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)

C-22.

Espectro RMN *H del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD

C-6. Espectro RMN *H del ligante 1,3-difenilpirazol-4-
carboxaldehido (Ph,PzTSC)

C-23.

Espectro RMN *H de la ciclodextrina B-CD, en DMSO-ds

C-7. Espectro RMN **C del ligante 1,3-difenilpirazol-4-
carboxaldehido (Ph,PzTSC)

C-24.

Espectro ROESY del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD

C-8. Espectro DEPT 135 del ligante 1,3-difenilpirazol-4- C-25. Espectro RMN °C del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-
carboxaldehido (Ph,PzTSC) Cb

C-9. Espectro HSQC del ligante del ligante 1,3-difenilpirazol-4- | C-26. Espectro RMN *°C de la ciclodextrina B-CD
carboxaldehido (Ph,PzTSC)

C-10. Espectro HMBC del ligante del ligante 1,3-difenilpirazol- | C-27. Espectro HSQC del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*3-CD
4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)

C-11. Espectro COSY 'H-'H del ligante del ligante 1,3- C-28. Espectro DOSY complejo libre [Pd(MePhPzTSC),]

difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)




Anexo.

C-12.

Espectro RMN 'H del complejo [Pd(MePhPzTSC),]

C-29. Espectro DOSY compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*p-CD

C-13.

Espectro RMN *C  del complejo [Pd(MePhPzTSC),]

C-30. Espectro DOSY compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD con
B-CD

C-14. Espectro HSQC del complejo [Pd(MePhPzTSC),] C-31. Espectro RMN *H del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD
C-15. Espectro HMBC del complejo [Pd(MePhPzTSC);] C-32. Espectro NOESY del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD
C-16. Espectro RMN *H del complejo [Pd(Ph,PzTSC),] C-33. Espectro RMN **C del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD

C-17.

Espectro RMN **C del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

C-34. Espectro HSQC del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*p-CD
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Anexo C-1. Espectro RMN 'H del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)
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Anexo C-2. Espectro RMN **C del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)
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Anexo C-3. Espectro DEPT 135 del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)
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Anexo C-5. Espectro HMBC del ligante 3-metil-1-fenilpirazol-4-carboxaldehido tiosemicarbazona (MePhPzTSC)
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Anexo C-6. Espectro RMN 'H del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)
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Anexo C-6. Espectro RMN *H (ampliacién) del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)
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Anexo C-7. Espectro RMN **C del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)
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Anexo C-8. Espectro DEPT 135 del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)
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Anexo C-10. Espectro HMBC del ligante del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)
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Anexo C-11. Espectro COSY *H-'H (ampliacion) del ligante del ligante 1,3-difenilpirazol-4-carboxaldehido (Ph,PzTSC)
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Anexo C-13. Espectro RMN *3C del complejo [Pd(MePhPzTSC),]
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Anexo C-16. Espectro RMN *H del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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Anexo C-17. Espectro RMN **C del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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ANEXO C-18. Espectro DEPT 135 del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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Anexo C-18. Espectro DEPT 135 (ampliacion) del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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Anexo C-19. Espectro HSQC del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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ANEXO C-20. Espectro HMBC del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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Anexo C-21. Espectro COSY *H-'H del complejo [Pd(Ph,PzTSC),]
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Anexo C-22. Espectro RMN 'H (ampliacién) de [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD
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Anexo C-24. Espectro ROESY del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*p-CD
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Anexo C-26. Espectro RMN **C de la ciclodextrina -CD
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Anexo C-28. Espectro DOSY complejo libre [Pd(MePhPzTSC),]
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Anexo C-30. Espectro DOSY compuesto [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD con p-CD
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Anexo C-31. Espectro RMN *H (ampliacién) del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD
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Anexo C-34. Espectro HSQC (ampliacion) del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD
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D. Anexo: Anexos Fotos de las actividades antibacterianas

D-1. Inhibicién crecimiento para el B. thuringensis sp con una concentracion minima inhibitoria de 250 ppm del ligante
MePhPzTSC

D-2. Inhibicién crecimiento para el S. aereus con una concentraciéon minima inhibitoria de 200 ppm del complejo
[Pd(MePhPzTSC),]

D-3. Inhibicién crecimiento para el B. thuringensis sp con una concentracion minima inhibitoria de 300 ppm del complejo
[Pd(MePhPzTSC),]

D-4. Inhibicién crecimiento para el S. aereus con una concentracién minima inhibitoria de 450 ppm para el ligante
Ph,PzTSC

D-5. Inhibicién crecimiento para el S. aereus con una concentracién minima inhibitoria de 200 ppm para complejo
[PA(Ph,PzTSC),]

D-6. Concentracion minima inhibitoria 450 ppm del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]B+CD para S. aereus y B. thuringensis sp

D-7. Concentracion minima inhibitoria 250 ppm del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD para S. aereus

D-8. Concentracion minima inhibitoria 450 ppm del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD para B. thuringensis sp
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Anexo D-1. Inhibicion crecimiento para el B. thuringensis sp con una concentracion minima inhibitoria de 250 ppm del ligante
MePhPzTSC



Anexo.

Anexo D-2. Inhibicién crecimiento para el S. aereus con una concentracién minima inhibitoria de 200 ppm del complejo
[Pd(MePhPzTSC),]
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Anexo D-3. Inhibicién crecimiento para el B. thuringensis sp con una concentracion minima inhibitoria de 300 ppm del complejo
[Pd(MePhPzTSC),]
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Anexo D-4. Inhibicién crecimiento para el S. aereus con una concentracion minima inhibitoria de 450 ppm para el ligante
Ph,PzTSC
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Anexo D-5. Inhibicién crecimiento para el S. aereus con una concentracion minima inhibitoria de 200 ppm para complejo
[Pd(Ph,PzTSC),]
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Anexo D-6. Concentracion minima inhibitoria 450 ppm del compuesto [Pd(MePhPzTSC),]3*CD para S. aereus y B. thuringensis sp
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Anexo D-7. Concentracion minima inhibitoria 250 ppm del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD para S. aereus



Anexo.

Anexo D-8. Concentracion minima inhibitoria 450 ppm del compuesto [Pd(Ph,PzTSC),]*B-CD para B. thuringensis sp
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E. Anexo: Anexos curvas TG/DSC

E-1.

Curvas DSC y TG para la ciclodextrina 3-CD

E-2.

Curvas DSC y TG para el complejo [Pd(MePhPzTSC),]

E-3.

Curvas DSC y TG para el [Pd(MePhPzTSC),]*p-CD

E-4.

Curvas DSC y TG para la mezcla mecanica del [Pd(MePhPzTSC),] y B-CD

E-5.

Curvas DSC y TG para el complejo [Pd(Ph,PzTSC),]

E-6.

Curvas DSC y TG para el complejo [Pd(Ph,PzTSC),]*3-CD

E-7.

Curvas DSC y TG para la mezcla mecanica del [Pd(Ph,PzTSC),] y B-CD
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Anexo E-1. Curvas DSC y TG para la ciclodextrina p-CD
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Anexo E-2. Curvas DSC y TG para el complejo [Pd(MePhPzTSC);]
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Anexo E-3. Curvas DSCy TG para el [Pd(MePhPzTSC),]*B-CD
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Anexo E-4. Curvas DSCy TG para la mezcla mecanica del [Pd(MePhPzTSC),] y B-CD
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Anexo E-5. Curvas DSC y TG para el complejo [Pd(Ph,PzTSC);]
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Anexo E-6. Curvas DSC y TG para el complejo [Pd(Ph,PzTSC),]*p-CD
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