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RESUMEN

El interés por desarrollar complejos de Cu(ll) y otros metales esenciales como el cinc(ll)
con fines terapéuticos, se fundamenta en la menor toxicidad de estos metales hacia las
células normales, con la consiguiente reduccion de los efectos secundarios comunes en
las drogas quimioterapéuticas para el tratamiento del cancer. De esta manera, en el
siguiente trabajo se sintetizan y caracterizan dos nuevos complejos de coordinacién de
cobre(ll) con los ligandos tridentados tipo base de Schiff N-(7-hidroxi-8-
cumarinilmetilen)glicina (LIG-Gly) y N-(7-hidroxi-8-cumarinil-metilen)alanina (LIG-Ala)
como una alternativa de interés a los del grupo del platino en el desarrollo de agentes
antitumorales. Adicionalmente, dadas ciertas limitaciones en la caracterizacion de los
complejos de cobre(ll) derivadas del caracter paramagnético de este ion metalico y la
posibilidad de que la semejanza en comportamiento quimico entre el Cu?" y Zn?
conduzca a que ambos metales formen complejos estructuralmente similares, se
sintetizan dos nuevos complejos de cinc(ll) de formulacién analoga a los de cobre con el
fin de facilitar la dilucidacién estructural de estos ultimos. Sin embargo, el empleo de los
ligandos LIG-Gly y LIG-Ala podria dar lugar a la formacién de complejos de cobre(ll) con
distintas geometrias y modos de coordinacién; por lo tanto, en el siguiente trabajo se
cuestiona qué estructura particular adoptaria el complejo de Cu(ll) con los dos ligandos
seleccionados. Tomando en cuenta diversas consideraciones teéricas se postula que los
complejos de Cu(ll) presenten una estructura tetraccordinada con una relacién
ligando/metal 1:1 y una molécula del solvente H>O u otro solvente neutro en la cuarta
posicion de coordinacion. Los complejos de cobre(ll) y cinc(ll) se sintetizan por métodos
basados en una aplicacién del efecto template y son caracterizados por diversas técnicas
analiticas y espectroscoépicas. Los resultados muestran que los compuestos sintetizados
presentan una férmula general M(LIG)(H.O) y concuerdan razonablemente con las
composiciones  Zn(LIG-Gly)(H20).0,5H,0;  Cu(LIG-Gly)(H20).0,5H0; Zn(LIG-
Ala)(H20).1,5H.,0 vy Cu(LIG-Ala)(H20).0,5H,0. De esta manera, se concluye que
efectivamente los complejos presentan una estructura tetracoordinada.con agua de

coordinacion en la cuarta posicion.
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

7-acetoxicumarina
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ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
Atox1 Chaperona de cobre considerada como un antioxidante
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B16-F10 Linea celular de melanoma
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Cas lll-ia casiopeina lll-ia, Nitratro de (4,4-dimethyl-2,2-bipyridine)
(acetylacetonate)cuprato(ll)
CCs Chaperona de cobre para superéxido dismutasa
CHEF Aumento de fluorescencia por quelacion
8-CHO-7-OH-CA 8-formil-7-hidroxicumarina
Cox17 Chaperona de cobre para citocromo ¢ oxidasa
13C-RMN Resonancia magnética nuclear de carbono-13
CTR1 Proteina transportadora de alta afinidad al cobre
CTR2 Proteina transportadora de baja afinidad al cobre
Acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cobre(ll)

Cu(LIG-Gly)(H20)
acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)alaninato]cobre(ll)

Cu(LIG-Ala)(H20)
Biosintesis de neurotransmisores
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Transportador de iones metalicos divalentes

DMT1
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Linea celular de cancer de mama
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trans-[tetracloro(dimetilsulféxido)imidazolrutenato(lll)] de imidazolio
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ADN
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1. INTRODUCCION

El cancer, segun lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), constituye
una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo?. En la actualidad existen
diversos tratamientos para combatir esta enfermedad; entre los principales se encuentra
la quimioterapia, que resulta particularmente Util cuando se produce la propagacion de

células cancerigenas?.

Uno de los agentes quimioterapéuticos mas exitosos es el complejo
diaminodicloroplatino(ll), conocido como cisplatino. Este presenta una alta eficacia y
puede ser utilizado en un amplio rango de tumores; sin embargo, el tratamiento con
cisplatino presenta efectos secundarios que limitan la dosis a emplear y, ademas una
medicacion prolongada induce a una resistencia intrinseca y/o adquirida al mismo®. Estas
desventajas propiciaron nuevas investigaciones orientadas a desarrollar complejos de
coordinacién basados en centros metalicos activos diferentes al platino, siendo una de las
areas de reciente interés los complejos de Cu(ll) de potencial actividad citotdxica*.

El interés por desarrollar complejos de Cu(ll) y otros metales esenciales con fines
terapéuticos, se fundamenta en la menor toxicidad de estos metales hacia las células
normales, lo que conduciria a una reduccién de los efectos secundarios comunes en las
drogas quimioterapéuticas®. Ademas, se ha encontrado que los complejos de Cu(ll),
presentan otras potenciales ventajas respecto al cisplatino y sus analogos, las que
incluyen un nuevo mecanismo de accion, distinto espectro de actividad y una posible
disminucién de la resistencia al cisplatino en un tratamiento combinado con este®.
Respecto al mecanismo de accion, estudios recientes indican que un posible modo de
accién antitumoral de los complejos de Cu(ll) involucraria la produccién exdégena de
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales inducen una muerte selectiva de células

cancerigenas sin mostrar una toxicidad significativa hacia las normales” & °,

De acuerdo con la informacion hasta la fecha disponible sobre complejos de cobre que
han exhibido actividad antitumoral, Santini y colaboradores* han propuesto ciertos criterios
a tener en cuenta en el disefio de nuevos complejos de este metal que sean
potencialmente activos. Un niumero de coordinacion 4 o 5, asi como la presencia de uno o
més grupos labiles (solvente o contraion), favorecen la formacién de un complejo capaz
de permitir la toma celular del metal activo y, al mismo tiempo, suficientemente estable

para enfrentar una posible interaccion irreversible con diversas biomoléculas afines a este

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




metal. Por otra parte, ligandos que presentan una estructura aromatica extendida
muestran afinidad por el ADN, lo que favorece su union al mismo y permite que operen
mecanismos de accién antitumoral complementarios al relacionado con la produccion de

ROS antes mencionado.

El presente trabajo de investigacion plantea la sintesis de complejos de cobre con un
disefio racional que toma en cuenta los criterios basicos propuestos por Santini y
colaboradores, asi como otras consideraciones estructurales asociadas a la actividad

antitumoral.

En este sentido, se propone la sintesis de complejos de Cu(ll) con ligandos derivados de
la 8-formil-7-hidroxicumarina, unidos via el grupo —CHO a moléculas pequefias capaces
de formar bases de Schiff. Se han seleccionado como tales a la glicina y alanina, puesto
gue contienen atomos donadores afines al cobre y esqueletos flexibles que permiten una
coordinacion tetraédrica o cuadrado plana. La esfera de coordinacion seria completada
por un grupo labil como una molécula de solvente o un contraion de la sal de cobre. Por
otra parte, el componente cumarinico del ligando, aromatico y rigido, ofrece la ventaja de
propiciar una intercalacién con el ADN que reforzaria la actividad antitumoral del cobre.

Sin embargo, el uso de estos ligandos tipo base de Schiff multidentados da lugar a varias
posibles geometrias y modos de coordinacion para los complejos de Cu(ll) formados. De
esta manera, al existir varias posibilidades estructurales, en el presente trabajo
investigacion se cuestiona qué estructura particular adoptaria el complejo de Cu(ll) con

los dos ligandos seleccionados.

En este sentido, un problema que limita la caracterizacion espectroscopica de los
complejos de cobre(ll) es el caracter paramagnético del centro metalico, lo que no permite
el uso de la resonancia magnética nuclear, una técnica Util en la determinacion de la
esfera de coordinacion del metal, particularmente en caso de no resultar posible un
estudio cristalogréafico. Por esta razon, dada la posibilidad de que la semejanza en
comportamiento quimico entre el Cu** y Zn?" conduzca a que ambos metales formen
complejos estructuralmente similares, se ha considerado la sintesis en paralelo de los
complejos de cinc(ll) con los dos ligandos seleccionados. Asimismo, el hecho que el Zn(ll)
al igual que el Cu(ll) pertenezca al grupo de los metales esenciales y que, ademas, sea
considerado como un potencial agente antitumoral hace que la sintesis de estos

complejos constituya un aporte no solo a la caracterizacion de los complejos de cobre a
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sinterizar, sino que también resulten por si mismos de interés para una posterior

evaluacion de su actividad terapéutica.

En términos generales, cabe enfatizar que se requiere informacién estructural precisa de
complejos con posible actividad farmacolégica, incluida la antitumoral, que permitan
establecer comparaciones con otros complejos relacionados y conduzcan a descubrir una
posible relacion estructura-actividad. En este sentido, una caracterizacion completa de los
complejos de Cu(ll) y Zn(ll) a sintetizar constituiria un aporte significativo en el desarrollo
de otros complejos estrechamente relacionados y harian posible introducir mejoras en su
disefio que aumenten su potencial como posibles agentes antineoplasicos.
Adicionalmente, la sintesis y caracterizacion de estos complejos constituye un aporte a la

guimica de coordinacion de estos metales.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion plantea la sintesis y caracterizacion estructural de
complejos de cobre (II) con un disefio racional que los convierte en sujetos de interés para
su posterior estudio como posibles agentes antitumorales. Este disefio toma en cuenta
ciertos criterios basicos propuestos por Santini y colaboradores (seccion 4.6), asi como

otras consideraciones estructurales asociadas a la actividad antitumoral in vivo.

En este sentido, se propone la sintesis de complejos de Cu(ll) con ligandos derivados de
la 8-formil-7-hidroxicumarina, unidos via el grupo -CHO a diversas moléculas pequefas
provistas de grupos funcionales apropiados. Se han seleccionado a los aminoacidos
glicina y alanina, puesto que ademas de contener el grupo -NH; capaz de formar bases de
Schiff con el aldehido, estas ultimas contienen &tomos donadores N y O afines al cobre(ll)
y, por otro lado, al ser cadenas cortas y flexibles, ofrecen la posibilidad de formar
complejos con diversas numeros de coordinacion que incluirian los tetracoordinados.
Asimismo, de comportarse como ligandos tridentados y favorecer la formacién de un
complejo con relacion ligando/metal 1:1, la esfera de coordinacion tetraédrica seria
completada por un ligando labil, por ejemplo, una molécula del solvente o el contraion de

la sal precursora de cobre(ll).

Otro aspecto a considerar es que el componente cumarinico del ligando, aromatico y
rigido, ofrece la ventaja de propiciar una intercalacion con el ADN que reforzaria la
actividad antitumoral del cobre. Finalmente, la derivatizacibn con estas moléculas
pequefias bastante polares contribuiria a una disminucion del caracter hidrofébico del
complejo resultante y propiciaria un adecuado balance lipofilico/hidrofilico, factor clave

para una efectiva toma celular por difusion pasiva.

Por otro lado, si bien el empleo de los ligandos tipo base de Schiff seleccionados conduce
a complejos que cumplen con un disefio apropiado para fungir como potenciales agentes
antitumorales, estos ligandos podrian, en principio al menos, dar lugar a varias posibles

estructuras para los complejos de Cu(ll) formados.

De esta manera, al ser posible la formacion de complejos con distintas geometrias y
modos de coordinacion y teniendo en cuenta que el cobre(ll) suele presentar nimeros de
coordinacion del 4 al 6, en el presente proyecto de investigacion se cuestiona qué

estructura particular adoptaria el complejo de Cu(ll) con los dos ligandos seleccionados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Disefiar, sintetizar y caracterizar complejos de Cu(ll) con ligandos tipo base de
Schiff derivados de la 8-formil-7-hidroxicumarina de interés como posibles
agentes antitumorales.

3.2. Objetivos especificos

» Optimizar un procedimiento de sintesis reportado para el compuesto precursor
8-formil-7-hidroxicumarina.

» Desarrollar y optimizar procedimientos de sintesis para las bases de Schiff no
reportadas derivadas de la 8-formil-7-hidroxicumarina a utilizar como ligandos,
la N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina y la N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)-
alanina.

> Caracterizar el compuesto precursor por IR, *H-RMN, *C-RMN Yy técnicas de
RMN bidimensionales (HSQC, HMBC).

> Caracterizar los ligandos bases de Schiff por IR y *H-RMN

» Desarrollar métodos de sintesis para los nuevos complejos de Cu(ll) y Zn(ll)
con los dos ligandos tipo base de Schiff.

» Hallar la relacion estequiométrica ligando/metal en caso de los complejos de
cinc(ll) por el método de Job por fluorescencia.

» Determinar la composicion de los cuatro nuevos complejos por las técnicas de
andlisis elemental, de absorcion atémica y termogravimetria/calorimetria
diferencial de barrido.

» Determinar el modo de coordinacion de los ligandos base de Schiff al cinc(ll) y
al cobre(ll) por las técnicas espectroscopicas IR y UV-Vis; en el caso de los
complejos de cinc(ll) utilizar ademas la espectroscopia *H-RMN y en caso de
los complejos de cobre(ll), la resonancia paramagnética electrénica (EPR).

» Aplicar diversas técnicas de cristalizacion a los complejos sintetizados para su
estudio por difraccion de rayos X.

» Determinar el potencial redox de los complejos de cobre(ll) por
voltamperometria ciclica con el fin de evaluar su potencial para actuar como
agentes que mimetizan la accién de la superéxido dismutasa (SOD).

= < ' . X
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4. MARCO TEORICO

4.1. CANCER

El cancer puede ser definido como una enfermedad por la cual un grupo de células
anormales se divide incontrolablemente y se propaga a otros tejidos™®.

Las células que conforman un tejido estan sujetas a un mecanismo de control del
crecimiento y proliferacion, el cual estd mediado por un balance entre la estimulacion y la
funcion inhibitoria que realizan los genes. Sin embargo, cuando un gen sufre una
mutacion en el ciclo celular se produce una alteracion en este balance y la célula empieza

a crecer y proliferarse incontroladamente formando un tumor 12,
Un tumor puede ser situado dentro de estas tres categorias'® 2;

(@) Tumor benigno. Causan dafio por presion local u obstruccion; sin embargo, no se

propagan a otros tejidos y crecen lentamente.

(b) Tumor in situ. Generalmente se desarrollan en el tejido epitelial y son pequefios.
Presentan la apariencia morfolégica de las células cancerigenas, pero no se

propagan y permanecen en el tejido epitelial.

(c) Tumor maligno. Son células que crecen mas rapido que los tumores benignos y
poseen la capacidad de invadir y destruir el tejido mesenquimal; este proceso es
conocido como invasioén local. Ademas, estos tipos de células pueden propagarse
a otras partes del cuerpo mediante los sistemas circulatorios o linfatico

ocasionando un tumor secundario.
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El proceso de desarrollo de un cancer puede estar enmarcado en los pasos mostrados en
la figura 11213,

(@)Iniciacion (b)Promocion (c)Progresion

"Jﬂ'n!tl{ l A M l
change — g * !
& N

Figura 1. Etapas involucradas en el proceso de carcinogénesis!*. (a) Iniciacion: Se

produce una alteracién genética que es irreversible. (b) Promocién: Se producen cambios
en la expresion del genoma mediadas por interacciones promotor-receptor, en las que
hormonas y algunas drogas actian como promotores. (¢) Progresion: Etapa caracterizada
por la inestabilidad cariotipica y el crecimiento del tumor maligno. (Adaptado de ref. 11y
12)

Las diversas variedades de cancer se clasifican, de acuerdo al tipo de célula donde se

origina, en% 1%

(a) Carcinoma: Cancer que empieza en la piel o en el tejido que recubre los 6rganos

internos

(b) Sarcoma: Cancer que surge del tejido conectivo, entre los cuales se encuentra el

cartilago, hueso, grasa, musculo, vasos sanguineos entre otros.

(c) Leucemia: Céancer que se inicia en los tejidos que estan involucrados en la

formacion de la sangre tales como la médula 6sea.

(d) Linfoma y mieloma: Son aquellos que empiezan en las células del sistema

inmune.

(e) Cancer del sistema nervioso central: Son aquellos que se originan en el tejido

cerebral o en la médula espinal.
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La posibilidad de padecer estos tipos de cancer puede ser aminorado modificando o
evitando los principales factores de riesgo:

e El consumo de tabaco

e El exceso de peso o la obesidad

e Las dietas malsanas con un consumo insuficiente de frutas y hortalizas
¢ Inactividad fisica

e Consumo de bebidas alcohdlicas

¢ Infecciones por virus del papiloma humano y por el virus de la hepatitis
¢ Radiaciones ionizantes y no ionizantes

e Contaminacion del aire de las ciudades

e Humo generado por la quema de combustibles sélidos

Los tratamientos para los distintos tipos de cancer dependen, entre otros, del grado del

tumor, la edad de la persona y el estado del mismo. Los mas comunes son:

(a) Cirugia: Es uno de los principales tratamientos contra el cancer y es cominmente
usado para confirmar el diagndstico, determinar la severidad del caso (estado y
grado del cancer) y, en algunos casos, extirpar la mayor cantidad del tumor

(“tumor debulking”)™.

(b) Radioterapia: Es el uso de radiacién ionizante para inducir la necrosis de las
células cancerigenas o conseguir un control local del tumor al disminuir su
crecimiento y proliferacion!? 6. Puede ser administrado mediante una radiacién
externa de Rayos X o gamma, o administrado oralmente. De acuerdo a la
situacion clinica particular, se utiliza la radioterapia radical para curar el tumor, la
radioterapia auxiliar con el objetivo de erradicar la enfermedad microscépica
residual, que se aplica a dosis mas bajas, y la radioterapia paliativa que es
aplicada para reducir la masa total del tumor o para aliviar sintomas tales como el

sangrado?®.

(c) Quimioterapia: Es el uso de drogas o sustancias quimicas para aniquilar las
células cancerigenas o disminuir su crecimiento y proliferacion. Este tratamiento
es muy util cuando se produce la propagacion de células cancerigenas y existe la

posibilidad del desarrollo de un cancer secundario. Sin embargo, luego de una
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respuesta satisfactoria a la quimioterapia, el tumor podria reaparecer con la
caracteristica de ser resistente a los agentes quimioterapéuticos usados
inicialmente!?. Esto constituye un problema relativamente usual en este tipo de

tratamiento.

En la tabla 1 se presenta una clasificacion general de las drogas usadas en
guimioterapial? 7.

Tabla 1. Clasificacion general de tipos de drogas usadas en quimioterapia.

Clasificacion Modo de accion Tipos

Compuestos de Platino

Se forma un enlace covalente entre el Mostazas de nitrégeno
Agentes agente terapéutico y el ADN con la Nitrosoureas
alquilantes consiguiente alteracién de su estructura | Etileniminas
(formacion de un aducto). Alquil sulfonato
Tetrazina

Inhiben la sintesis de ADN y/o ARN

_ ) mediante la sustitucién de las bases ) _
Antimetabolitos I N Analogos a la purina
puricas o pirimidicas por estructuras

Andlogos a la pirimidina

) Otros metabolitos
analogas.

Estos compuestos pueden intercalarse

Antibidticos entre las bases del ADN impidiendo su | Antraciclinas
replicacion.
o Inhiben la funcién de las enzimas Inhibidores de
Inhibidores _ )
q topoisomerasas encargadas de la Topoisomerasa |
e
. topologia del enrollado de la doble Inhibidores de
topoisomerasas o )
hélice del ADN. Topoisomerasa ll
o Interacttan con la proteina tubilina y, en
Inhibidores de la _ y Taxanos
o consecuencia, afectan la formacion de _ _
mitosis Alcaloides de la Vinca

microtubulos en la mitosis.

Ademas existen otros medicamentos anticancerigenos cuyo modo de accion es diferente

a las descritas y se encuentran agrupados como miscelaneos. Esta categoria adicional
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incluye agentes de diferenciacion, interferones y citoquinonas relacionadas, y por ultimo

hormonas?’.
4.2. METALOFARMACOS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER

Un metalofarmaco se define como un agente terapéutico que posee un centro metélico
activo. El desarrollo de metalofarmacos constituye un campo de investigacion muy activo
en el area de la quimica inorganica medicinal, la cual ofrece una alternativa atractiva en la
terapia o diagnéstico de enfermedades?®® 19, Esta area se ocupa ademas de investigar la
farmacocinética del metalofarmaco en el organismo y su mecanismo de accién. En la
actualidad ya se dispone de una creciente farmacopea de agentes terapéuticos y de

diagndstico basado en un centro metalico.

La aplicacién de un metal para el tratamiento de diversas enfermedades data desde la
antigiedad® y su relativamente reciente desarrollo en el ambito de la quimica inorganica
medicinal ha producido importantes contribuciones en esta area. En la tabla 2 se muestra
una seleccién de los mas importantes agentes terapéuticos y de diagnéstico basados en

metales, que marcaron un hito en la quimica inorganica medicinal?::

Tabla 2: Metalofarmacos que han desempefiado un papel trascendental en el desarrollo

de agentes terapéuticos y de diagnéstico. (Adaptado de ref. 21)

\ . Utilizado
Ao Metalofarmaco Uso clinico
actualmente
1780 | Subsalicilato de bismuto Dispepsia Si
1890 | Dicianoaurato(l) de potasio Antibacterial No
1910 | Arsfenamina Sifilis No
1949 | Carbonato de litio Enfermedad bipolar Si
1961 | °°MTc pertecnetato Diagnéstico de cancer tiroideo Si
1971 | Cisplatino Cancer testicular Si
1980 | Auranofina Artritis reumatoide Si
Gadopentetato de )
1988 _ ] ] Agente de contraste en MRI Si
dimeglumina (Magnevist)
1997 | 13SmM-EDTMP Alivio del dolor del cancer de Si
hueso
2004 | Carbonato de Lantanio Enfermedad renal en etapa Si
terminal

= < ' . X
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La figura 2 ilustra los érganos donde ejercen su accién los principales metalofarmacos
usados clinicamente en diagndstico y terapia de una amplia variedad de patologias

humanas.

Li,CO,

manic depression

MIn-DTPA
brain imaging

185Sm=-EDTMP
pain palliation for
bone cancer ¥7Ga-citrate
clinical diagnosis
Gd-BOPTA of neoplasms
hepatobiliary
magnetic resonance
imaging (MR}
smTe-cardiolite
diagnostic heart
function radio=
pharmaceutical
v,
Auranofin — . .
arthritis —— Bi=subsalicylate
treatment stomach ulcer
4 treatment
(3 BaSO,
Carboplatin =

x=ray contrast

ovarian cancer ~
enhancement

gastraintestinal
treatment l‘.II ?/ )
Figura 2. Algunos metalofarmacos de uso clinico y sus sitios de accion.
(Adaptado de ref. 22)

De lo anteriormente expuesto resulta evidente que las sales y, en especial, los complejos
metalicos ofrecen una alternativa de gran interés en el desarrollo de nuevos farmacos
para el tratamiento de diferentes tipos de enfermedades. La coordinacién de los centros
metalicos activos por moléculas orgénicas que actuan como ligandos ofrece la posibilidad
de mejorar la efectividad terapéutica del metal mediante una mejora en su bioabsorcién
por difusién pasiva, entre otros. Las caracteristicas geométricas y atomos donadores
presentes en el ligando determinan el nimero y modo de coordinacion, asi como la
estructura particular del complejo metalico. Asimismo, la seleccién apropiada del ligando
permite regular los posibles procesos redox que experimenta el metal bajo condiciones
fisiolégicas, asi como la fuerza del enlace metal-ligando y la velocidad de intercambio de
ligandos; esta ultimas influencian la estabilidad del complejo frente a reacciones
competitivas por biomoléculas capaces de secuestrar al metal. Todos estos factores

influencian la biodisponibilidad, biodistribucion, farmacocinética y por consiguiente la
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efectividad terapéutica del complejo; ademas de ofrecer potenciales ventajas respecto a

los farmacos basados en moléculas organicas® % 23,

El complejo Pt(NHs).Cl;, conocido como cisplatino, fue el primer metalofarmaco
anticancerigeno aprobado por la FDA para su uso clinico y constituye, aiun en la
actualidad, uno de los agentes quimioterapéuticos mas exitosos en el tratamiento de un
amplio rango de tumores. Barnett Rosenberg y colaboradores descubrieron casualmente
en 1965 la actividad de este complejo; mientras estudiaban los efectos de la corriente
eléctrica sobre las células, notaron que aquellas de Escherichia coli formaban largos
filamentos sin sufrir un proceso de division celular. Estudios posteriores demostraron que
la inhibicién celular era producida por cisplatino, el cual se generaba de los electrodos de
platino y del electrolito de cloruro de amonio?.

El cisplatino es un complejo cuadrado plano con dos ligandos NHs (inertes) y dos aniones
Cl (labiles) en configuracion cis. El mecanismo de accién de este complejo de
coordinacién se esquematiza en la figura 3. Cuando este compuesto ingresa a la célula
sufre una reaccion de sustitucion con el agua, por la baja concentracion de cloruro en su
interior, lo que genera especies catidnicas altamentes reactivas. Estas especies son
capaces de entrar al nicleo y ser atraidas electrostaticamente por el ADN. Esta
interaccion es seguida por la formacion de enlaces covalentes dativos con los atomos de
nitrdgeno (principalmente N-7) de las bases puricas, los que sustituyen a las moléculas de
agua y generan un entrecruzamiento del tipo intra-hebra o inter-hebra del ADN. Esta
reaccién altera la conformacion terciaria del ADN vy evita la replicacién del mismo, proceso
clave en la divisién celular. Sin embargo, existen reacciones secundarias en el citoplasma
y plasma con los grupos sulfhidrilos (bases blandas) del glutation y de la cisteina

respectivamente, capaces de desactivar al cisplatino?.
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Figura 3. Mecanismo de accion del cisplatino. (Ref.24)

A pesar de su alta efectividad, el tratamiento con cisplatino suele presentar una serie de
efectos secundarios (nefrotoxicidad, neurotoxicidad, ototoxicidad, mielosupresion) que
limitan la dosis a emplear y, ademas los tratamientos prolongados inducen a una
resistencia intrinseca o adquirida al mismo* 2°. Estas desventajas propiciaron nuevas
investigaciones orientadas a desarrollar tanto complejos analogos del cisplatino con
propiedades optimizadas como agentes anticancerigenos basados en metales esenciales

y con otros metales activos®.
4.2.1. Agentes anticancerigenos analogos del cisplatino

Se han sintetizado diferentes analogos basados en una modificacion del ligando con la
intenciéon de mejorar su selectividad y su indice terapéutico?. En la tabla 3 se muestran
los analogos del cisplatino cuyo uso clinico ha sido autorizado por la FDA, asi como otros
gue se encuentran aun en ensayos clinicos en U.S.A., pero ya han sido aprobados en

algunos paises:
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Tabla 3: Complejos de platino de uso clinico * 19 24. 26

Compuesto Aprobado Ventaja frente al cisplatino
o El efecto quelato del anillo de seis miembros
HN o, ~© reduce su reactividad quimica y efectos
HaN™ ~0—( = FDA en 1989 ) o
0 secundarios tales como ototoxicidad y
carboplatin nefrotoxicidad.
Presenta un espectro de actividad diferente al
He 4 o : : . )
O‘ ‘o I cisplatino y carboplatino; ademas, no genera
N0 FDA en 2002 _ _ _
2 una resistencia cruzada en un tratamiento
liplati . .
cxatpEn combinado con los anteriores.
HN._ O o Presenta una menor toxicidad que el
Pt
HN™ ~0 Jap6n cisplatno y es capaz de disminuir
parcialmente la resistencia del cisplatino.
nedaplatin
H Es mas estable, menos toxico, presenta un
v =N 0 N -
D\, Pl f _ mejor indice terapéutico y puede resultar
N 0% China \ _ _
2 efectivo en superar la resistencia que conlleva
lobaplatin |
et su tratamiento.
y Presenta una alta estabilidad en solucién, sin
2
0., . ..
> 'CN:Ptioj Corea del | una notable toxicidad y con una alta actividad
0 N 0
Ha Sur anticancerigena respecto a las células
heptaplatin resistentes al cisplatino.

Ademas, se han estudiado otros metalofarmacos de platino, entre ellos algunos complejos
octaédricos de Pt(IV) tales como el sartraplatin, que podria ser administrado oralmente,
asi como el recientemente desarrollado ProLindac™, que incluye un ligando bidentado

unido via un espaciador a una cadena polimérica hidrofilica (HPMA)3.
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4.2.2. Agentes anticancerigenos diferentes al cisplatino

Esta clase comprende complejos con otros metales no esenciales para el organismo. Su
objetivo es enfrentar los problemas asociados a la resistencia adquirida o inherente al

cisplatino, asi como el tratamiento de tumores que no responden a este farmaco.
4.2.2.1. Complejos de Rutenio

Dos compuestos representativos que se encuentran en la etapa de ensayos clinicos son
NAMI-A y KP-1019 (figura 4). El reciente interés por estos compuestos radica en que la
cinética de sustitucién de sus ligandos CI- es muy similar a aquella de los de Pt(l1)%.
Asimismo, presentan un comportamiento similar a los de Pt(IV), en el sentido que son
reducidos por agentes reductores bioldgicos tales como ascorbato, glutation o NADPH en
un ambiente hipéxico como es el usualmente encontrado dentro de los tumores sélidos.
De esta manera, el Ru(lll), considerado como una prodroga, ingresa a la célula
transportado por la proteina transferrina®’ y sufre una reduccién en su interior a Ru(ll),

especie propuesta como el agente activo de su efecto anticancerigeno.

NAMI-A

——
-
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=
T
:Q
+
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o T N ci™ ,'\J\C'
o S Z " NH

D:Sx

H G CHs KP-1019

Figura 4. Complejos de Ru(lll) actualmente en ensayos clinicos. (Adaptado de ref. 24)
4.2.2.2. Complejos de Titanoceno

El dicloruro de titanoceno fue uno de los primeros compuestos organometalicos que
ingresaron a la fase clinica para ser estudiado como un posible agente antitumoral. Sin
embargo, se presentaron diversos problemas que condujeron a que solamente alcance la
fase clinica Il. En primer lugar, se encontré en la fase clinica | que la mayor parte del
complejo era secuestrado por las proteinas plasmaticas, lo que limitaba su

biodisponibilidad a un 20-30%. Este hecho unido a su pobre solubilidad en medios

. . . . X
Tesis publicada con autorizacion del autor 2 (?3
No olvide citar esta tesis



acuosos Yy su inestabilidad hidrolitica bajo condiciones fisiol6gicas condujeron a su pobre
actividad citotéxica en la fase clinica 11?8, Su mecanismo de accién no es conocido.
Similarmente, otro complejo de titanio, el budotitano, aunque mostrd cierta actividad in

vitro no mostré resultados alentadores en los ensayos clinicos?.

Los estudios posteriores se han centrado méas bien en titanoceno modificados, pero

ninguno ha alcanzado aun la fase clinica.

Budotitano

T|~.,,
Dicloruro de
Butadieno

Figura 5: Complejos de Titanio sometidos a ensayos clinicos. (Adaptado de ref. 24)

4.2.2.3. Complejos de Galio

El comportamiento quimico del Ga(lll) es similar al del Fe(lll); sin embargo, el Ga(lll) no
sufre procesos de reduccién bajo condiciones fisiolégicas, lo que propicio el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos basados en este centro activo. Dos complejos de Ga(lll) se
encuentran en la actualidad en ensayos clinicos (figura 6); su mecanismo de accién se ha
asociado con la inhibicion de la enzima ribonucleétido reductasa (RR) implicada en la
replicacion del ADNZ,

Tris-8-quinolato de Galio Tris-maltolato de Galio

Figura 6: Complejos de Galio en ensayos clinicos
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Ademas de los complejos metdlicos antes mencionados (Ru, Ti, Ga), que han alcanzado
ya la fase de ensayos clinicos, existen otros complejos de coordinacion diferentes al
platino que se encuentran en la etapa de investigaciones preclinicas. Estos seran

discutidos a continuacion.
4.2.2.4. Compuestos de Osmio

Diversos complejos Os(ll)-areno desarrollados por Sadler y colaboradores® presentan
una citotoxicidad comparable al carboplatino y cisplatino. Ademas, estos complejos, que
presentan un mecanismo de accion diferente al cisplatino, no dan lugar a resistencia
cruzada en tratamientos combinados. Se ha postulado un mecanismo de accién similar al

del rutenio®.
4.2.2.5. Compuestos de Oro

Los complejos de Au(lll) estan siendo investigados debido a que este ion es isoelectronico
con el Pt(ll) y, dada su configuraciéon d8, suelen presentar la misma geometria (cuadrado-
plano). Una dificultad inicial fue su inestabilidad bajo condiciones fisioldgicas por su facil
reduccién a oro metdlico> 23, sin embargo, el reciente desarrollo de ligandos que
incrementan la estabilidad del metal, tales como la porfirina y ditiocarbamatos, han
permitido que estos compuestos puedan ser sometidos a pruebas in vitro e in vivo con
resultados satisfactorios?®. Su modo de accién esta relacionada con la inhibicién en las

funciones de la mitocondria y proteosoma.
4.2.2.6. Complejos de Vanadio

Diferentes compuestos de vanadio han sido sometidos a pruebas in vivo como agentes
antitumorales®. Los resultados demostraron que su actividad estaba relacionada con la
inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa y/o con la activacién de la proteina tirosina
fosforilasa. Ademas, durante la reduccién intracelular de V(V) a V(IV) se generan especies
reactivas de oxigeno (ROS) en reacciones tipo Fenton. Otro aspecto positivo del vanadio

es su menor toxicidad respecto al cisplatino.
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4.2.3. Agentes anticancerigenos basados en metales esenciales

Este es un campo que estd avanzando rapidamente en el estudio de metalofarmacos
anticancerigenos y parte principalmente de la premisa de que los metales enddégenos o
esenciales para la vida son menos téxicos para las células normales respecto a las

cancerigenas®.

La mayoria de estas moléculas se encuentran en fase preclinica; las mas importantes se

discuten a continuacion.
4.2.3.1. Complejos de Cobalto

En el grupo de pro-farmacos susceptibles a procesos redox, se ha sintetizado una serie
de complejos de cobalto(lll) que contienen ligandos acetilacetonato y otros relacionados
con las denominadas mostazas de nitrdgeno. Estos compuestos serian activados por

biorreduccién bajo las condiciones hipdxicas que existen dentro del tumor3?,

Los complejos de Co(lll) adoptan geometrias octaédricas de bajo espin en campo fuerte
y, ademas, son relativamente inertes. Sin embargo, el proceso de reduccién genera
complejos de Co(ll) inestables con estos tipos de ligandos, lo que favorece reacciones de
sustitucion y conduce a la liberacién del principio activo perteneciente a la clase “mostaza
de nitrégeno”. El efecto terapéutico de estos compuestos se basa en la alquilacion de la
base purica del ADN. Si bien presentan una actividad limitada®; posteriores

modificaciones y optimizaciones podrian generar mejores agentes anticancerigenos.
4.2.3.2. Complejos de Hierro

Los primeros complejos de hierro que presentaron actividad anticancerigena fueron las
sales picrato y tricloroacetato de ferroceno, cuya actividad esta relacionada con la
habilidad de este metal de formar especies reactivas de oxigeno que conducen a un dafio
oxidativo del ADN*2., Se han sintetizado un gran numero de complejos ferroceno
derivatizados en los anillos ciclopentadienilo que han resultado activos; su desarrollo se

ha enfocado en lograr una alta lipofilicidad®.

Por otro lado, también se han investigado complejos de coordinacién clasicos de hierro
con ligandos piridinicos pentadentados, tiosemicarbazonas, bases de Schiff, entre otros.

Muchos de ellos mostraron interesantes propiedades anticancerigenas hacia diferentes
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lineas celulares, mostrando un mecanismo de accién diferente a los del grupo del platino,

lo que resulta de interés para tratar tumores resistentes a estos Ultimos®2.
4.2.3.3. Complejos de Cinc

El cinc cumple un rol importante en muchos procesos celulares, tales como la
proliferacién y diferenciacion celular, asi como defensa contra radicales libres. La
alteracion de la concentracién de cinc ha sido relacionada al desarrollo del cancer y es un
proceso dependiente del tipo de tumor. En ese sentido, se han encontrado niveles bajos
de cinc en pacientes con cancer de higado, vesicula biliar, tracto digestivo y prostata®:,
mientras que altos niveles de cinc se diagnosticaron en pacientes con cancer de mama3.
Estas concentraciones antagoénicas del cinc se encuentran actualmente bajo investigacion
ya que el empleo de agentes exdgenos de cinc puede producir alteraciones en las células
normales; por ejemplo, se ha encontrado que una exposicidbn a bajos niveles de cinc
induce la apoptosis en células normales, mientras que una alta exposicion inhibe la
apoptosis®. A pesar de no encontrarse ain bien esclarecido su modo de accion, este

metal es considerado un potencial agente antitumoral.

En la dltima década, se han sintetizado y evaluado una variedad de complejos de cinc(ll)
con prometedora actividad anticancerigena. Asi, el complejo de cinc(ll) con el ligando
2-acetilpiridina-N(4)-1-(2-piridil)-piperaziniltiosemicarbazona (Ac4Npypipe) presenté una
alta actividad antitumoral inhibitoria sobre lineas celulares de leucemia P388 en ratones y
su mecanismo de acciéon se relacioné a una interacciéon con el ADN y/o proteinas®.
Asimismo, el complejo de cinc(ll) con el ligando 4-ciclohexil-4-metil-3-tiosemicarbazona
(DpC), proximo a ser ensayado clinicamente, presentd actividad citotoxica sobre lineas
celulares de carcinoma KBV1; se presume que su accion estd asociada a una

transmetalacion con cobre presente al interior del lisosoma e induccién de ROS®.

Otros investigadores, basandose en el proceso de intercalacién que presentan algunos
complejos de platino al interaccionar con el ADN, sintetizaron varios complejos de cinc(ll)
con derivados del bis-benzimidazol, alguno de los cuales demostré actividad citotdxica a

bajas concentraciones contra lineas celulares de cancer de mama MCF-7%',

Milacic y colaboradores han sintetizado complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con el ligando
ditiocarbamato de pirrolidina. EI complejo de cinc(ll) mostré actividad citotoxica hacia

lineas celulares de cancer de mama y préstata con un mecanismo de accién asociado a la
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apoptosis por inhibicion de la actividad del proteosoma®. Un dato interesante es que un
tratamiento combinado con ZnSO, y ditiocarbamato de pirrolidina generé actividad
antiproliferativa hacia una linea de céncer pancreas (mutacion en p53) también por
apoptosis, pero dependiente en este caso de la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS)*.

De esta manera, los complejos de cinc(ll) representan una alternativa de interés en el
desarrollo de nuevos agentes antineoplésicos con diferentes modos de accion y que
podrian resultar efectivos para el tratamiento de una variedad de tipos de cancer.

4.2.3.4. Complejos de Cobre

El interés por el cobre como agente antineoplasico deriva de su actividad redox en
condiciones hipoxicas, lo que da lugar a una actividad citotdxica selectiva hacia células
cancerigenas. De esta manera, una ventaja de los complejos de cobre(ll) a ser
desarrollados como agentes antitumorales seria la reduccién de los efectos secundarios y

la alteracion del metabolismo de las células cancerigenas®.

Se han sintetizado y evaluado numerosos complejos de Cu(ll) con diferentes tipos de
ligandos, tales como tiosemicarbazonas, tiosemicarbazidas, 8-hidroxiquinolinas,
carboxilatos, imidazoles, bases de Schiff, sistemas macrociclicos y polidentados, entre
otros*. Estos complejos, a diferencia de los agentes antineoplasicos analogos al
cisplatino, han mostrado una variedad de mecanismos, las que incluyen una interaccién
con el ADN, inhibicion del proteosoma, inhibicion de la topoisomerasa, parapotosis,
apoptosis y generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)®. En consecuencia, los
complejos de cobre podrian ser usados en el tratamiento de tipos de tumores para los que
no resulte efectivo el cisplatino y, ademas, usados en tratamientos combinados,

permitirian enfrentar la resistencia adquirida o inherente al cisplatino.

De lo anteriormente mencionado se concluye que los complejos de cobre podrian
convertirse en uno de los agentes antineoplasicos basados en metales esenciales mas

prometedores y, por ello, representan el eje principal de esta investigacion.
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4.3. CARACTERISTICAS QUIMICAS Y BIOQUIMICAS DEL COBRE

La quimica del cobre estd dominada por dos estados de oxidacion estables, el Cu(ll) y
Cu(l). El ion cuproso posee la configuracion d*°, sus compuestos son diamagnéticos y se
oxidan con facilidad; asimismo es susceptible a reacciones de dismutacion en solucion.
En lo que respecta a su quimica de coordinacién, forma principalmente complejos con
nimeros de coordinacion bajos, 2, 3 o0 4. Por otro lado, ion clprico es d°, sus compuestos
son paramagnéticos y estables tanto al estado sélido como en solucion. Forma complejos

con nimeros de coordinacion mas altos, 4, 5 0 6.

El cobre es un elemento traza esencial para el crecimiento, desarrollo y funcion
equilibrada del organismo. EI cobre participa en muchos procesos biolégicos,
principalmente como una parte integral de diversas enzimas, en funciones tales como
respiracion celular (citocromo ¢ oxidasa), defensa antioxidante (superdxido dismutasa,
proteina que contiene Cu y Zn), formacién del tejido conectivo (lisil oxidasa y proteinas
relacionadas), biosintesis de neurotransmisores (DBH), entre otras. Ademas, el cobre esta
implicado en otros procesos como angiogénesis, conversion oxidativa de aminas a

aldehidos (VAP-1) y oxidacion de Fe?* a Fe*® (ceruloplasmina), entre otros® 4%,

Las principales proteinas encargadas del transporte del cobre son el CTR1 (alta afinidad
al cobre), el CTR2 (baja afinidad al cobre) y DMT1, las cuales son responsables de la
entrada de cobre a la célula. Una vez dentro de la célula, las chaperonas de cobre (CCS,
Atox1, Cox17, SCO1 y SCO2) son las encargadas de transportarlo a compartimientos
intracelulares especificos ubicados en la mitocondria y el aparato de Golgi.
Adicionalmente, la metalotionina (MTN) y el Glutation (GHS), dos antioxidantes celulares,
ayudan a prevenir que el cobre libre catalice la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Por ultimo, si el nivel de cobre es alto, las proteinas ATP7A y ATP7B son

las responsables de expulsar el exceso de cobre fuera de la célula® 42,

Las propiedades redox del cobre desempefian una funcion esencial en diversas
reacciones enzimaticas; sin embargo, esta caracteristica también la convierte en
potencialmente téxica para la célula. Por ejemplo, el cobre puede catalizar la produccién
de radicales libres y, en consecuencia, dafiar a lipidos, proteinas, ADN y otras
biomoléculas. Asimismo, el cobre puede interferir con las proteinas que contienen hierro-
azufre y puede desplazar otros metales tales como el cinc de las metaloproteinas

inhibiendo su actividad®.

S >
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4.4, HOMEOSTASIS DEL COBRE

El exceso o acumulacién del cobre en el organismo puede conducir a una serie de
alteraciones bioldgicas; de ahi la importancia del mecanismo homeostético que regula su
absorcion, distribucion y excrecion. El cobre es absorbido principalmente en el duodeno
mediante los enterocitos de la mucosa intestinal, este proceso es promovido por su
complejacion a citrato, fosfato y glutamato*. Luego, el cobre es transportado por las
proteinas plasmaticas ceruloplasmina, albumina y transcupreina hacia la proteina CTR1,
CTR2 y DMT1 localizadas en la membrana celular®. Una vez dentro de la célula, el cobre
forma complejos con las chaperonas de cobre, metioneina y/o glutationa; de esta manera
el cobre libre se mantiene en un nivel adecuado para cumplir con un conjunto de
actividades biolégicas*'. Dos proteinas, la ATP7A y la ATP7B, localizadas principalmente
en la red del trans-Golgi, son responsables de remover el exceso de cobre fuera de la

célula, siendo la excrecion biliar la via principal de eliminacion de cobre® 44,

Una alteracion en la homeostasis del cobre conduce a dos enfermedades, la de Menkes
asociada a una deficiencia de cobre y la Wilson asociada a un exceso del mismo*.

4.5. COBRE Y SU RELACION CON EL CANCER

Diversos reportes han demostrado un nivel elevado de cobre en suero en diferentes tipos
de cancer, en contraste a lo que ocurre con cinc, hierro y selenio®®. Ademas, se ha
comprobado que este metal esta relacionado con el crecimiento, angiogénesis y
metastasis del cancer®. Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas
por metales redox activos, pueden actuar de dos maneras antagénicas entre si. Asi, en
células cancerigenas se observa un incremento moderado de ROS, causado por
anormalidades metabdlicas y sefializaciébn oncogénica, que al no superar el umbral téxico
permite su supervivencia y promueve su proliferacién. Sin embargo, si el nivel de ROS
supera este umbral, es capaz de vencer el mecanismo de defensa antioxidante de la

célula afectada y producir su muerte?®,

De lo anteriormente discutido, surgen dos enfoques respecto al papel del cobre en el
tratamiento del cancer. Uno de ellos estéa dirigido al disefio de agentes quelantes de cobre
con el objetivo de inhibir el crecimiento del tumor; entre ellos destacan el tetratiomolibdato
(actualmente en ensayos clinicos), la trientina y la D-penicilamina. Sin embargo, existe

vasta evidencia de que el tratamiento basado Unicamente en agentes quelantes resulta
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insuficiente para matar las células cancerigenas®; por lo que la tendencia actual es a
aplicarlos en un tratamiento combinado con otros agentes quimioterapéuticos o con

radioterapia.

Por otra parte, un segundo enfoque de interés mas reciente®, se orienta al disefio de
complejos de coordinacién de cobre como agentes anticancerigenos; esto con el objetivo
de incrementar la cantidad de ROS al interior del tumor de manera exdgena y, de esta
manera, sobrepasar el umbral toxico que conduce a la muerte de las células
cancerigenas. En la figura 7 se compara el efecto que ejerce un agente exdgeno
productor de ROS sobre una célula normal y sobre una cancerigena. En el primer caso, el
aumento en ROS no resulta téxico, mientras que en el segundo causa la muerte celular.
Esto proporcionaria una base bioquimica al disefio de agentes terapéuticos que causen
una muerte selectiva de células cancerigenas mediante un mecanismo de produccion de

ROS*.

Cell death

Threshold t
......................... . S

ROS levels
Proliferation
Survival

Norrmal cell Cancer cell
Normal TROS production
Redox balance Redox adaptation

OO Exogenous ROS stress = Pro-oxidants = Antioxidants ‘

Figura 7: Fundamento para el tratamiento con complejos de cobre u otros metales redox

activos que puedan generar un incremento de ROS (Adaptado de ref. 46)
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4.6. COMPLEJOS DE COBRE COMO AGENTES ANTITUMORALES

Tisato y colaboradores*’ han propuesto una clasificaciéon de los complejos de cobre que

han mostrado actividad citotoxica segun el tipo de ligando base.

e Complejos de cobre con ligandos tiosemicarbazonas y bases de Schiff.
e Complejos de cobre con ligandos imidazoles y relacionados.
e Complejos de cobre con ligandos N-aromaticos aceptores Tr.

e Complejos de cobre con ligandos fosfina.

La mayoria de los complejos que integran estos grupos han sido investigados en ensayos
pre-clinicos in vitro* y, hasta la fecha, muy pocos han sido estudiados in vivo. Algunos de

estos ultimos se muestran en las figuras 8y 9.

NZ | Tipo de tumor: Xenoinjerto HL60 (Leucemia).
N Mecanismo propuesto: Su actividad antitumoral esta
H N relacionada con la produccion de ROS, disminucién de
Cu - | A N \ﬂ/ GSH vy reduccién de proteinas que contienen grupos
=N S = N tioles.
. I
Tipo de tumor: Cancer de mama inducido por N-metil-
Q y \_/ N-nitrosotrea (MNU).

N—N N Mecanismo propuesto: Induce apoptosis mediante
<j< A / caspasas, supresion de la catalasa y GSH (determinado

N /VCU\ .

\ \ Cl por PCRy electrotransferencia).
Cl

Tipo de tumor: Xenoinjerto THP-1 (Leucemia) y
Xenoinjerto B16-F10 (Melanoma).
H,\\ OH Mecanismo propuesto: Induce muerte celular por
Ct/Cl apoptosis (via intrinseca y extrinseca).
SN

Figura 8. Algunos complejos de cobre representativos que se encuentran en ensayos pre-

clinicos in vivo?*® 49 %0,

S >
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\\ Tipo de tumor: Xenoinjerto HepG2
Clue_ N (Cancer de higado).
T 7\ Mecanismo propuesto: induce
N muerte celular por apoptosis.
2
= T
N~

Tipo de tumor: Xenoinjerto SW1990 (Cancer de pancreas).
Mecanismo propuesto: induce muerte celular por
inhibicidn de la actividad del proteosoma.

Tipo de tumor: Leucemia P388.

Mecanismo propuesto: Su actividad antitumoral se ha
correlacionado con la alta polaridad de los complejos y
con posibles interacciones electrostaticas. No existe
correlacién con su lipofilicidad.

Figura 8: Algunos complejos de cobre representativos que se encuentran en ensayos

pre-clinicos in vivo. (Continuacién) 5% 5253

A
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R=H, C,Hs, C¢H5  NHR
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N

Tipo de tumor: Carcinoma de Ehrlich.
Mecanismo propuesto: No establecido.

I
L

|
I
N
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Figura 9: Complejos de cobre activos hacia el carcinoma de Ehrlich en ensayos pre-

clinico in vivo®* 55 56.57. 58

Ademas, existe un complejo de cobre que se encuentra en fase clinica 1 denominado

Cas lll-ia®%; su estructura se muestra en la figura 10.

Mecanismo: Apoptosis como principal via de
muerte celular; sin embargo, el proceso de
intercalacion se considera como el paso inicial
NOs" para el dafio del ADN. Ademas, se incluye un
proceso de ROS entre los principales
mecanismos de accion.

Figura 10: Complejo de cobre Cas lll-ia de reciente ensayo clinico

. . . . X
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Santini y colaboradores?, considerando algunos de los compuestos in vivo descritos
anteriormente y aquellos complejos de cobre que presentan alta actividad citotoxica en
ensayos in vitro, propusieron algunos criterios que podrian ser tomados en cuenta para el
disefio de complejos de cobre que sean potencialmente activos; estos se describen a

continuacion:

a) Complejos de cobre tetra o pentacoordinados presentarian una mejor actividad
citotoxica comparados con los hexacoordinados.

b) La presencia de uno o mas grupos labiles aumentarian la actividad frente a células

cancerigenas. Por ejemplo: agua, halégenos, solventes o contraiones.

Asimismo, los mismos autores analizaron diversos complejos de cobre cuyo mecanismo
de accién esté relacionada con la afinidad de unirse al ADN. En los estudios tomados en
cuenta se observo que la planaridad del ligando desempefidé un papel esencial en la
formaciéon de un enlace con el ADN. De esta manera, se podria considerar un tercer

criterio que se basa en una interaccion DNA-metal que es tipica del cisplatino,

c) Complejos que incluyen ligandos con una estructura aromatica extendida podrian
presentar un mecanismo de accion asociado a una interacion con el ADN via
intercalacién que a menudo induce citotoxicidad a un nivel de concentracion de

escala nanomolar®.

Por otro lado, basado en los ensayos in vivo mostrados en este apartado, se considera
que el nitrégeno del grupo imino es uno de los principales atomos donadores para formar
un complejo que podria presentar actividad citotéxica. De esta manera, se puede

considerar un cuarto criterio,

d) Complejos que presenten al atomo de nitrégeno como atomo donador podria ser

beneficioso para obtener un complejo de cobre(ll) con posible actividad citotéxica.
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4.7. COMPLEJOS DE COBRE Y SU PROBABLE MECANISMO DE ACCION COMO
AGENTES ANTITUMORALES

La figura 11 resume los principales mecanismos de accion, en base a los datos obtenidos
en ensayos in vitro e in vivo, que un complejo de cobre podria presentar.

N 5
"{;:C DNA interaction t&é’ »
e~ Apoptosis Topoisomerase Qé;
:2% - o - inhibition =0
o—— N '/ /75N ==
Qo =) X : )
= Proteasome td o=
[ e p S Jo
’;22 inhibition o . ;5;;
s -, O N0
“«;?;‘ Caspase inhibition '. ﬁ%:f
"j;@’, Oxidative stress o ;\Q\
(e 2) UPR & RS
%%41 1 Paraptosis QNN
‘1‘,%;#
e :
| fl@%f”ﬂ”v"WDWW"‘“ WA copper
S'of, )UJ! !{U]!uu \ul}‘f &S o'0

complexes

Figura 11: Probables mecanismos de accién que un complejo de cobre ejerce en el

interior de la célula. (Adaptado de ref. 6)

Apoptosis: Es un tipo de muerte celular programada caracterizado por el redondeo de la
célula, retraccion de pseudédpodos celulares, reduccién del volumen celular, condensaciéon
de la cromatina, fragmentacion nuclear, pequefias o0 ninguna modificaciébn de las
organelas citoplasméticas, formacion de protuberancias en la membrana plasmatica y
finalmente la absorciéon de los remanentes de la célula por fagocitos residentes®.

Parapoptosis:

Es una forma de muerte celular programada pero bioquimica y
morfolégicamente distinta a la apoptosis. Este tipo de muerte celular, cuya activacion esta

relacionada con la proteina IGF-1, esta asociada con una vacuolizacion citoplasmética e
hinchazén mitocondrial®.
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Inhibicién del Proteosoma: El proteosoma es un complejo multienzimatico que
proporciona la principal via de degradacion y elaboracién de proteinas intracelulares, tales
como las ciclinas, caspasas, BCL2 y NF-kB, manteniendo una homeostasis celular®!. Por
lo tanto, una inhibicién en la actividad de esta molécula produce un estrés celular debido a
que existe un exceso de proteinas toxicas y conduce a la muerte celular por apoptosis®2.
Tanto las células normales como las cancerigenas dependen de la funcion del
proteosoma para controlar la expresion de proteinas relacionadas a la supervivencia y
proliferacién celular; sin embargo, se ha demostrado que las células cancerigenas son
mas susceptibles a la inhibicion del proteosoma respecto a las células normales; de esta
manera existe un creciente desarrollo de compuestos capaces de inhibir la actividad del

proteosoma como una nueva estrategia para combatir el cancer®.
4.8. Formilacién de anillos aromatico segun la reaccién de Duff

Esta reaccion, propuesta incialmente por Duff y Billis®3, permite la introduccién de un
grupo aldehido en la posicion orto de un fenol mediante el uso de hexametilentetramina
(HMTA). ElI mecanismo propuesto implica la aminometilacién del sustrato, seguido por la
deshidrogenacion de la amina al correspondiente grupo imino, el cual finalmente es
hidrolizado para formar el grupo formilo®. Este mecanismo propuesto es mostrado en la

figura 12 utilizando el fenol como sustrato
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5. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

A partir de lo discutido en el problema de investigacion, se propone como estructura mas
probable para los complejos de Cu(ll) a sintetizar un arreglo tetracoordinado, tetraédrico o
cuadrado plano, con una relacion ligando/metal 1:1 y una molécula del solvente H>O u

otro solvente neutro en la cuarta posicion de coordinacion.

Esta hipétesis se fundamenta en varias consideraciones teéricas: (1) una coordinacion
tridentada del ligando se ve favorecida por el pronunciado efecto quelato que esta genera;
(2) los tres posibles atomos donadores de cada ligando (O, N, O) son buenos agentes
coordinantes y afines al Cu(ll); (3) el cobre(ll) de configuracién d° en combinacion con
estos atomos donadores que orientan a campo débil - moderado daria lugar a un
complejo de campo débil con una muy baja EECC en cualquier geometria y sin una
orientacion marcada hacia geometrias con mayor numero de coordinacion; (4) la
geometria particular del ligando permite una estructura tetraédrica o cuadrada plana; (5) la
coordinacion tridentada del ligando genera la formacion de anillos quelato particularmente
estables, de 5y 6 miembros; (6) un complejo ligando/metal 2:1 se veria desfavorecido por

un efecto estérico.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la comprobacion de esta hipétesis presenta
algunas dificultades. En primer lugar, si bien lo ideal seria una determinacién de la
estructura de los complejos de Cu(ll) sintetizados por difractometria de rayos-X, la
obtencién de monocristales dependera de que tan solubles resulten estos complejos en
diversos solventes como para permitir la aplicacion de diversos métodos de cristalizacion
y, ademas, que alguno de ellos dé buenos resultados en un tiempo razonable. En lo que
respecta a la caracterizacion espectroscépica, esta se ve limitada por el caracter
paramagnético del cobre(ll), lo que no permite el uso de la resonancia magnética nuclear,
técnica particularmente Util en la determinacion de la esfera de coordinacion del metal, y

mas aln en caso de no resultar posible un estudio cristalografico.

Por esta razén, dado que el cinc(ll) suele presentar un comportamiento quimico similar al
del cobre(ll), centro metdlico de los complejos a formar en la presente investigacion, surge
la posibilidad de que ambos metales formen complejos estructuralmente similares. De
esta manera, la sintesis en paralelo de complejos de cinc(ll) con las bases de Schiff
cumarinicas a utilizar como ligandos resultaria de especial interés, puesto que, de formar

ambos metales complejos analogos como se presume podria ocurrir, esto permitiria el
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uso de la técnica de RMN en la caracterizacion de aquellos de cinc(ll). Y, de comprobarse
mediante otras técnicas instrumentales la esperada similitud estructural, la informacion
obtenida por RMN para los complejos de cinc(ll) seria de validez para los
correspondientes de Cu(ll). Ademas, dado que los ligandos base de Schiff cumarinicos
relnen caracteristicas estructurales que permiten esperar que estos exhiban una
considerable fluorescencia, la cual podria ser aumentada o, en su defecto, disminuida por
la coordinacion, la obtencién de los complejos de cinc(ll) permitiria determinar la relacién
ligando/metal en solucién por el método de Job aplicando la técnica de fluorescencia. Esta
Gltima no resulta atil para los complejos de cobre(ll) dado el caracter paramagnético de

los mismos.
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6. METODOLOGIA

6.1. Reactivos

Nombre Proveedor
7-hidroxicumarina para sintesis > 98% Merck
Hexametilentetramina para sintesis = 99% Merck
Hidréxido de sodio p.a. Sigma-Aldrich
Hidréxido de potasio Sigma-Aldrich
Glicina Merck
Alanina Merck
Acetato de cinc(Il) Merck
Acetato de cobre(ll) Merck
Cloruro de cinc(ll) Sigma-Aldrich
Cloruro de cobre(ll) Sigma-Aldrich
Nitrato de cinc(Il) Sigma-Aldrich
Solucién estandar de Cu(NOs)2en HNO3 0.5 M Merck
Solucién estandar de Zn(NOs)2en HNO3 0.5 M Merck

6.2. Solventes

Nombre Proveedor
Acido acético glacial Merck

Acido Clorhidrico Merck

Acido Nitrico al 65% Merck

Diclorometano J.T. Baker
Eter etilico J.T. Baker
Tolueno J.T. Baker
Cloroformo J.T. Baker
Etanol p.a. J.T. Baker
Metanol p.a. J.T. Baker
Dimetilsulféxido p.a. J.T. Baker
Dimetilformamida p.a. J.T. Baker
Acetona p.a. J.T. Baker

N
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6.3. Sintesis y caracterizacion
6.3.1. Sintesis y caracterizacion del precursor 8-formil-7-hidroxicumarina

La sintesis empleada proviene de la reaccion original de Duff®3, el cual fue explicado en el
acpite 4.8. En este caso, la 7-hidroxicumarina (reactivo comercial) reaccion6 con HMTA
en acido acético glacial a 90 - 100°C para formar progresivamente el intermediario imino
en el transcurso de las 6 horas de reaccién; luego, este intermediario se hidrolizé con HCI
20% para formar el producto 8-formil-7-hidroxicumarina soluble en el medio de reaccién®®.

Esta reaccion se esquematiza en la siguiente figura 13.

HO (0] 0]
VLT i e
N
F LN~ HC120%

Figura 13. Sintesis propuesta del precursor 8-formil-7-hidroxicumarina

La mezcla de reaccidn se extrajo con éter dietilico/diclorometano, la fase organica se

concentro y finalmente se precipitd el producto mediante enfriamiento brusco.

El problema de esta sintesis, es que en general se reporta un rendimiento muy bajo. Por
esta razon, se intentd la optimizacion del procedimiento mediante la modificacion sucesiva
de un solo parametro a la vez: relacion molar, tipo de solvente, concentracion de

reactivos, tiempo de reaccion, condiciones de hidrdlisis y solvente de extraccion.

La caracterizacion de la 8-formil-7-hidroxicumarina se realiz6 mediante *H-RMN y FT-IR.
Para un andlisis méas detallado, que permitié una asignacion completa de las sefales, se

complet6 la caracterizacion con *C-RMN y RMN bidimensional (HSQC y HMBC).

6.3.1.1. Procedimiento optimizado de sintesis del precursor 8-formil-7-

hidroxicumarina

La sintesis se bas6é en el método reportado por Patil y colaboradores con ligeras
modificaciones®. A una mezcla de 1,30 gramos de 7-hidroxicumarina (8 mmol) y 2,24

gramos de hexametilentetramina (16 mmol) se le agregd 9 mL de &cido acético glacial y la

3
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suspension de color crema resultante se calenté a 90°C bajo agitacion constante. A dicha
temperatura, se observd un cambio progresivo de coloracion, primero a un amarillo-
mostaza y, finalmente se obtuvo una solucidn roja. Esta solucion se mantuvo bajo
calentamiento y agitacion por 6 horas, durante las cuales se observo una intensificacion
del color rojo inicial hasta un tono final rojo vino. A continuaciéon se adicionaron, en un
lapso de 25 minutos, 27 mL de HCI 20% y se dej6 reaccionar por una hora. Al término de
este paso de hidrélisis acida la solucion, que adquirié un color anaranjado amarillento, se
enfrié a temperatura ambiente y se extrajo seis veces con porciones de 7 mL de CHxCls.
La fase orgénica se concentr6é a presion reducida hasta obtener un liquido viscoso que
contenia el producto deseado disuelto en acido acético glacial; este se vertié6 en hielo
(aprox. 15 mL) y se observo la precipitacion inmediata del producto amarillo péalido. Se

filtr6 al vacio y se lavé con abundante agua y EtOH helado.
6.3.2. Sintesis y caracterizacion de los ligandos del tipo base de Schiff

Los ligandos del tipo base de Schiff se sintetizaron mediante una reaccion de
condensacion del precursor 8-formil-7-hidroxicumarina y moléculas pequefias que posean
el grupo funcional -NH; requerido y otros grupos funcionales con capacidad coordinante.
La reaccion se realiz6 en una proporcion equimolar entre ambos reactivos en un medio

metandlico/agua a reflujo durante un tiempo adecuado. La reaccion se esquematiza en la

figura 14.
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X . 2 A R = H, CHj;

Figura 14. Sintesis propuesta de los ligandos del tipo base de Schiff derivados de la

8-formil-7-hidroxicumarina.

Asimismo, de acuerdo a los resultados iniciales obtenidos, se realizaron varias
modificaciones en el procedimiento basico general mediante la variacion de algunos
parametros de interés tales como relacién molar y tiempo de reaccion con la finalidad de

lograr un producto puro y con un buen rendimiento.
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La caracterizacién de las bases de Schiff se efectué por espectroscopia FT-IR y 'H-RMN.
La asignacién completa de las sefiales se logr6 tomando como referencia la asignaciéon

realizada para el compuesto precursor 8-formil-7-hidroxicumarina.

6.3.2.1. Procedimiento optimizado de sintesis del ligando tipo base de Schiff N-(7-

hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina, LIG-GLY

Se disolvieron 152 mg (0.8 mmol) de la 8-formil-7-hidroxicumarina en 10 mL de metanol
mediante calentamiento a reflujo y bajo agitacion. A la solucién amarilla obtenida (pH 4)
se le agrego6 lentamente 90 mg (1,2 mmol) de glicina disuelta en 1,2 mL de agua. Al final
de la adicién se observo la formacién incipiente de un precipitado anaranjado, el cual va
en aumento durante la reaccion. Al cabo de 3 horas, la mezcla de reaccion se enfrié a
temperatura ambiente y se dejé durante un dia en la refrigeradora. El precipitado

policristalino formado se filtr6 al vacio y se lavé con agua, metanol y acetona.

6.3.2.2. Procedimiento optimizado de sintesis de la sal carboxilato de potasio del
ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina

La sintesis se bas6 en el método reportado por Yang y colaboradores®’ para la sal
6-hidroxicromona-3-metilideniminoacetato de sodio con algunas variaciones. A una
mezcla de 15 mg de glicina (0,2 mmol) y 11 mg de KOH (0.2 mmol) en un vaso de
precipitados se le agregaron 500 uL de agua con el fin de obtener una solucién acuosa de
la sal carboxilato del amino&cido. Esta ultima se adiciono lentamente a una solucion de 38
mg del ligando 8-formil-7-hidroxicumarina (0.2 mmol) en 30 mL de etanol obtenida por
calentamiento a reflujo. Al término de la adicién, la solucién amarilla inicial cambid a una
tonalidad anaranjada y presenté un pH 6. Luego de 2 horas de reaccion, la solucién se
concentrd a presion reducida hasta la mitad de su volumen y el precipitado formado se

filtré al vacio y se lavé con abundante etanol
6.3.3. Sintesis y caracterizacion de los complejos de Zn(ll) y Cu(ll)

Para la sintesis de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) se consideraron dos posibles
métodos. El primero se basé en una reaccion de metatesis entre el ligando mencionado y
una sal de cinc, mientras que para el segundo se aproveché de un efecto template o
“plantilla” por parte del metal que condujo a la formacién de la base de Schiff in situ, a
partir del precursor cumarinico y la glicina, la cual finalmente coordina al centro metalico.

Los dos métodos de sintesis se esquematizan en la figura 15.
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Los métodos de sintesis fueron adaptados a los requerimientos del caso particular. En lo
gue respecta al medio de reaccién se buscé un solvente o mezcla de solventes capaz de
disolver suficientemente al ligando y que a la vez favorezca la precipitacion del complejo
producto. Otro pardmetro de interés es el pH, este se vario en el rango 4 - 7 con el fin de
ver su influencia sobre la desprotonacion de uno o més grupos funcionales. Por ultimo, se
utilizaron dos o mas sales de cobre (Il) para evaluar el efecto del contraion en la

naturaleza de la esfera de coordinacién del producto.

0] O
R R
OH 0
N N--_ |
Sal del metal A\
O © OH  Reflujo MeOH / H,0 Ox° O  OH,
A =2Zn*", Cu®*
X R = H, CH, x R = H, CH,
0
R
o
CHO 1. Glicina o Alanina /N‘“\'L\
(e) e} OH 2. Sal del metal 0 o) o \OHZ
5 A AP A=Zn, Co
(] (6] €
N H 2 ~ R = H, CH,

Figura 15. Sintesis propuestas para los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con ligandos tipo

base de Schiff a partir de una reaccién de metatesis (a) o por efecto template (b)

Los complejos fueron caracterizados mediante espectroscopia FT-IR, la cual permitio
determinar desplazamientos en las bandas de absorciébn de los posibles grupos
funcionales coordinantes que evidenciaron su complejacion al centro metalico. Asimismo,
los complejos de Zn(ll) fueron analizados por RMN, mientras que para los complejos

analogos de Cu(ll) se utiliz6 EPR.

La caracterizacion por termogravimetria/calorimetria diferencial de barrido permitio
determinar la presencia de agua coordinada o de hidratacion en el complejo formado. Por
otro lado, el contenido de cobre o cinc se determind por Absorcion Atémica (AAS) vy el

porcentaje de carbono, nitrégeno e hidrégeno se obtuvo por andlisis elemental.

S >
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Los complejos también fueron caracterizados por UV-Vis para obtener mas informacion
sobre el posible modo de coordinacién en el complejo en solucion. Se utilizé el método de
Job por fluorescencia en el caso de los complejos de cinc(ll) para encontrar la relacién
ligando/metal que se obtiene en solucién; esto no fue posible en el caso de los complejos
analogos de cobre(ll) dado el caracter paramagnético de los mismos que inhibe la

fluorescencia.

Por ultimo, se intentd6 obtener monocristales de los complejos a sintetizar aplicando
diversas técnicas reportadas, como las mostradas en la figura 16. De esta manera, de
lograrse este objetivo, se podria realizar un analisis de Difraccion de Rayos X (DRX) de
monocristal y lograr una caracterizacion concluyente de los complejos de Cu(ll) obtenidos.

Evaporacion lenta Capas de disolvente Difusion por vapor

s|s || my (=
>
y 4

Figura 16. Algunos métodos de obtencion de monaocristales (S: solvente donde el complejo

presenta apreciable solubilidad; S’: solvente en el que es insoluble; ambos miscibles entre si).
(Adaptado de ref. 66).

6.3.3.1. Procedimiento optimizado de sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-

cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll), Zn(LIG-Gly)(H20)

A 190 mg de la 8-formil-7-hidroxicumarina (1 mmol) se le afiadi6 15 mL de metanol y se
llevé a reflujo bajo agitacion, obteniéndose una solucion del ligando color amarillo palido.
Luego, se agreg6 lentamente, gota a gota, 1 mL de solucién acuosa de glicina (75 mg,
1 mmol) y se dejé reaccionando por 30 minutos. A continuacién, se adicion6 a la mezcla
de reaccion, de manera particularmente lenta y en el transcurso de una hora, una solucion

de 219.6 mg (1 mmol) de acetato de cinc(ll) dihidratado disuelta en una minima cantidad
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de agua (1 mL). La mezcla de reaccién, que presenté un pH 4 - 5, se mantuvo a reflujo
por dos horas adicionales.

Luego, el baldn de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente y se aisl6 el solido por
filtracion al vacio. El producto amarillo obtenido se lavdé con abundante agua, metanol,
DMF/H.0 (1.25:1), agua y acetona.

6.3.3.2. Procedimiento optimizado de sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-
cumarinilmetilen)glicinato]cobre(ll), Cu(LIG-Gly)(H-0)

Se siguid el procedimiento descrito para la sintesis del complejo Zn(LIG-Gly)(H20). A una
solucion a reflujo de 190 mg de 8-formil-7-hidroxicumarina (Immol) se le afiadié 1 mL de
solucion acuosa de glicina (75 mg, 1mmol). Después de 30 minutos de reaccion, se
agrego lentamente, en el transcurso de una hora, 200 mg (Lmmol) de acetato de cobre(ll)
monohidratado disuelto en 4 mL de agua ligeramente caliente. La mezcla de reaccion,

que presenta un pH entre 4 y 5, se mantuvo a reflujo por dos horas adicionales.

Luego, el balén se dejo enfriar a temperatura ambiente y el precipitado formado se aislo
por filtracién al vacio. El sélido verde se lavé con abundante agua, metanol, DMF/H,O

(1.25:1), agua y acetona.

6.3.3.3. Procedimiento optimizado de sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-

cumarinilmetilen)alaninato]cinc(ll), Zn(LIG-Ala)(H20)

Se siguio el método de sintesis descrito para el complejo Zn(LIG-Gly)(H20). Se disolvio, a
temperatura de reflujo, 190 mg de 8-formil-7-hidroxicumarina (1 mmol) y se agreg6 gota a
gota 2.5 mL de una solucién acuosa de alanina (89 mg, 1mmol). Después de 30 minutos
de reaccion, a la solucion anaranjada - amarilla formada se le adicion6 en el transcurso de
una hora, una solucién de 219.6 mg (1 mmol) de acetato de cinc(ll) dihidratado disuelta en
una minima cantidad de agua (1 mL). La mezcla de reaccion, que presenté un pH 4 - 5, se

mantuvo a reflujo por dos horas adicionales.

Por ultimo, el balén se enfrié hasta temperatura ambiente y el precipitado se filtr6 a vacio,

lavandose con agua, metanol y acetona.

= < ' . X
Tesis publicada con autorizacion del autor 2 %
No olvide citar esta tesis



6.3.3.4. Procedimiento optimizado de sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-

cumarinilmetilen)alaninato]cobre(ll), Cu(LIG-Ala)(H20)

La sintesis de este complejo se realizdé siguiendo un procedimiento analogo a aquel
utilizado para el complejo Zn(LIG-Ala)(H.O). A wuna solucion de la 8-formil-7-
hidroxicumarina (190 mg, 1mmol) en 15 mL de metanol, se agregd lentamente una
solucién de 89 mg (1 mmol) de alanina disuelta en 2.5 mL de agua. Al cabo de 30 minutos
de reaccion, a la solucién amarillo - anaranjada formada se le afiadi6 gota a gota en el
transcurso de una hora, 200 mg (1mmol) de acetato de cobre(ll) monohidratado disuelta
en 4 mL de agua ligeramente caliente. La mezcla de reaccion, que present6 un pH 4, se

mantuvo a reflujo por dos horas adicionales.

Luego el balén se dejé enfriar hasta temperatura ambiente y el s6lido formado se aislé por
filtracion al vacio. El precipitado se lavé con agua, metanol y acetona.

6.4. TRATAMIENTO DE MUESTRA PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE METAL POR ABSORCION ATOMICA
Se pesd aproximadamente 15 mg de complejo de cinc(ll) o 22 mg de complejo de
cobre(ll) en un crisol de porcelana. Luego, se adiciondé 1 mL de acido nitrico al 65% y se
procedié a calentar lentamente hasta 300°C en una plancha eléctrica hasta sequedad.
Luego, los residuos obtenidos se llevaron a la mufla y se increment6é la temperatura
lentamente hasta 700°C. Después de dos horas, el crisol se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se obtuvo un polvo blanco de ZnO o un polvo negro en el caso de CuO.
Posteriormente, el solido se disolvi6 en HNOs 5% y se realizaron las diluciones
respectivas para cada metal como se muestra en la figura 17 y figura 18. Por ultimo, el
contenido de metal en las fiolas correspondientes a las soluciones problemas de cinc(ll) y
cobre(ll) fue determinado por espectroscopia de absorcion atémica utilizando la curva de

calibrado. Este procedimiento se realiz6 por triplicado y con un blanco de muestra.
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Solucion
problema

[\ HNOs 5%

i
T 4

N/
V=10ml V=25ml V=25ml

Muestra

Enrazar con HNOs Enrazar con agua Enrazar con agua

Figura 17. Diluciones realizadas para obtener las soluciones problema de cinc(ll)

1mL

Solucion
problema

V =100 ml

Enrazar con HNO3z Enrazar con agua
Figura 18. Diluciones realizadas para obtener las soluciones problema de cobre(ll)
6.5. TECNICAS EMPLEADAS EN LA CARACTERIZACION

Espectroscopia Infrarroja: Los espectros fueron medidos en el espectrofotometro FT-IR
Perkin Elmer modelo Spectrum 100 de la Seccién Quimica - PUCP en un intervalo de
4000 - 400 cm™. Las muestras se prepararon en pastillas de KBr.

Resonancia Magnética Nuclear: Se utilizé el espectrémetro Bruker Avance IlI-HD
Ascend 500 NMR de la Seccién Quimica - PUCP. Las muestras se disolvieron en DMSO

deuterado y se emple6 tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

Resonancia Paramagnética Nuclear: Las mediciones se realizaron en el Instituto de
Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) bajo la supervision de
la M. en C. Virginia Gémez Vidales. Se utiliz6 el espectrémetro RPE Jeol JES-TE300, en

banda X a 100 KHz de frecuencia de modulaciéon con una cavidad cilindrica del modo
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TEo11. La medicion de las muestras se realizd en estado sélido a temperatura ambiente y
en solucion de DMSO a 77°K.

Espectroscopia Ultravioleta-Visible: Los datos se registraron empleando el
Espectrofotometro UV-Visible Agilent modelo 8453 de la Seccién Quimica - PUCP en un
rango de 190 a 1000 nm. Las muestras se disolvieron en DMSO p.a. para su respectiva

medicion.

Fluorescencia: La fluorescencia fue realizada en un espectrofluorimetro Perkin Elmer
modelo LS — 55 de la Seccion Quimica - PUCP que se encontraba acoplada al programa
FL WinLab™ para la recoleccién de datos. Se aplicé una radiacién de excitacion de 369
nm utilizando una lampara de xenén y la fluorescencia fue medida en un rango de 350 -
700 nm a temperatura ambiente con una velocidad de barrido de 800 nm/min y con un
ancho de rendija entrada/salida de 15/20. Se utilizaron soluciones stock de 100 uM de
acetato de cinc(Il) y 100 uM del ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina (LIG-GLY)
en DMF para la preparacion del complejo in situ. Las mediciones del método de Job se
llevaron a cabo mezclando una solucion del ligando y el metal, en los cuales se varid la
relaciéon molar de la mezcla pero la suma de la concentracion molar permanecié constante

a 20 uM en un volumen de 3 mL.

Andlisis Termogravimétrico: Los termogramas TG/DSC se midieron en el equipo de
analisis térmico simultaneo Netzsch Jupiter STA 449 F3 DSC - TGA de la Seccion de
Ingenieria Mecanica — PUCP. La medicion se llevé a cabo a una velocidad de 10°K/min
en el rango de 25 — 750°C utilizando crisol de alumina.

Conductimetria: Las mediciones de conductividad se realizaron en un conductimetro
portatil HANNA modelo HI 8733 equipado con una sonda HI 76302W ATC a 25°C con una
compensacion de temperatura (coeficiente de temperatura) de 2% por grado centigrado.
Las muestras se disolvieron en DMSO a una concentracion de 1 mM para su respectiva
medicién. En la medicion, se asegurd que la sonda quede completamente sumergida en
la solucioén y no existan burbujas de aire atrapadas en el interior de la sonda. Después de
cada registro de conductividad, la sonda fue enjuagada con agua destilada y DMSO, y

finalmente es limpiada con papel tissue.
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Absorcion Atomica: La determinacion del contenido de metal se llevd a cabo en un
espectrometro de Absorcion Atémica Perkin EImer modelo 3100 de la Seccion Quimica -
PUCP provisto de un atomizador de llama. Esta llama se gener6 empleando un flujo de
2,5 L/min de acetileno como combustible y un flujo de 10 L/min de aire como oxidante.
Soluciones de cobre (0,9 a 1,6 ppm) y cinc (0.2 a 0.7 ppm) fueron preparados por dilucion
con HNO3 5% de la solucion patron de cobre (solucion estandar de Cu(NOs)2 en HNO3 0.5
M) y de cinc (solucion estandar de Zn(NOs), en HNO3; 0.5 M), respectivamente. Estas
soluciones se utilizaron para construir la curva de calibrado. Las mediciones del contenido
de Cu(ll) y Zn(ll) fueron realizadas a 324.75 y 213.86 nm, respectivamente y en ambos

casos se emple6 una ldmpara de cétodo hueco.

Andlisis Elemental: Los porcentajes de carbono, hidrégeno y nitrégeno se obtuvieron del
analizador elemental EAGER 200 (chns/method) de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacién y la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica - UNAM.

Voltamperometria ciclica: Para las mediciones voltamperométricas se utiliz6 un
Potenciostato/Galvanostato BioLogic SP-300 que se encontraba acoplado a una PC para
el tratamiento de datos con el programa EC-Lab®. Se emple6 un arreglo de tres
electrodos,un electrodo de trabajo constituido por un disco de carbo6n vitreo, un alambre
de Pt como contraelectrodo y un electrodo de referencia de Ag/AgCI. Para las mediciones,
se preparon soluciones 1mM de los compuestos en DMSO (99.7% Extra Dry over
molecular sieve Acros Organics) y en presencia 0.1 M de tetrafluoroborato de
tetrabutilamonio (TBABF.) como electrolito soporte. Las soluciones preparadas son
burbujeadas con nitrégeno antes de cada experimento. La limpieza del electrodo de
trabajo, después de cada medicion, se realiz6 mediante un pulido con polvo de diamante,
luego es enjuagado con agua destilada y por ultimo es sonificado por 120 segundos. Para
cada medicion se realizé una compensacion de caida 6hmica mediante el método de
correcion de corriente (Ru = 100 Q). Por dltimo, los potenciales obtenidos fueron

referenciados con ferroceno/ferricinio (Fc/Fc*) como sugiere IUPAC®S.
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6.6. ENSAYOS DE CRISTALIZACION
6.6.1. Método de evaporacion lenta

Procedimiento 1: Se disolvié 2 mg del complejo Cu(LIG-Gly)(H-O) en 100 uL de DMSO y
se dejo evaporar la solucién a temperatura ambiente.
Procedimiento 2: Se disolvié 2 mg del complejo Zn(LIG-Gly)(H2O) en 500 uL de DMSO

en caliente y se dejé evaporar la solucion a temperatura ambiente.
6.6.2. Método difusion a vapor

Se introdujo un vial de 1 mL con una solucion del compuesto de interés dentro de un
segundo vial de mayor capacidad (10 mL). En este ultimo vial se agregé un solvente en el
cual el compuesto era insoluble (antisolvente). Se utiliz6 las cantidades recomendadas
por Spingler y colaboradores® que dependen de la solubilidad particular del compuesto.

Procedimiento 1: Se disolvié 2 mg del complejo Zn(LIG-Gly)(H20) en 500 uL de DMSO
en caliente y se colocé en el vial de 1 mL de capacidad. Luego, se agreg6é como
antisolvente 2.5 mL de éter etilico, etanol o etilenglicol.

Procedimiento 2: Se disolvié 4 mg del complejo Cu(LIG-Gly)(H20) en 500 uL de DMSO y
se coloco en el vial de 1 mL de capacidad. Luego, se agregé como antisolvente 2.5 mL de
éter etilico o etilenglicol.

6.6.3. Método de obtencidn de cristales a partir del licor madre

Procedimiento 1: Se utiliz6 el método reportado por Leong y colaboradores™. A 24.7 mg
del ligando LIG-Gly (0.1 mmol) se agregé 4.8 mg de LiOH (0.2 mmol) disuelto en 10 mL
de metanol. A la solucion del ligando obtenida, se le afadié 22 mg de acetato de cinc(ll)
dihidratado (0.1 mmol) o 20 mg de acetato de cobre(ll) monohidratado (0.1 mmol) disuelto
en 10 mL de DMF. Después de 30 minutos, la mezcla de reaccion se filtr6 y el licor madre
se coloc6 en un vaso de precipitados para su evaporacion lenta.

Procedimiento 2: Se utiliz6 el método reportado por Hindo y colaboradores™. Se disolvié
24,8 mg del ligando LIG-Gly (0,10 mmol) en 1.37 mL de DMSO. Luego se agrega
lentamente, en un lapso de tiempo de 18 minutos, 17 mg de cloruro de cobre(ll)
dihidratado (0.11 mmol) disuelto en 1.37 mL de DMSO. Después de un tiempo de 45
minutos de reaccion, la solucién verde formada se vierte en un vaso de precipitados que

contenia 1.37 mL de etanol helado para la evaporacion lenta del solvente.
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7.

RESULTADOS

7.1. SINTESIS DE LIGANDOS
7.1.1. Sintesis del precursor 8-formil-7-hidroxicumarina, 8-CHO-7-OH-CA

Rendimiento: 15%
Solubilidad: Soluble en acetona, DMSO, DMF y ligeramente soluble en metanol a

temperatura ambiente.

IR (KBr, cm): 3433 (Vo-H); 3077 (VC-H aromatico); 2921 (Vc-H aldehidico); 1731 (VC=0 iacténico);
1659 (UC:O aldehidico); 1601 - 1439 (VC:C cumarina); 1408 (6C-O-H).

!H-RMN (DMSO-ds, TMS, ppm): 11,91 (s, ancho, OH); 10,44 (s, 1H, CHO); 8,03 (d, 1H,

H4); 7,88 (d, 1H, H5); 6,97 (d, 1H, H6); 6,38 (d, 1H, H3).
(C:Oaldehidico); 164,33 (C?),

T™S, ppm): 191,27

13C-RMN  (DMSO-ds,
156,49 (C=0 iacionico); 156,10 (C9); 144,88 (C4); 136,68 (C5), 114,35 (C6), 113,00 (C3);

111,57 (C10), 109,56 (C8).
7.1.2. Sintesis del ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina, LIG-GLY

Rendimiento: 66%
Solubilidad: Soluble en DMF/H,O (1,25:1), DMSO, muy poco soluble en metanol e

insoluble en acetona a temperatura ambiente.

IR (KBI’, Cm'l): 3439 (UO-H); 3078 (UC-H aromé’[ico); 1712 (VC=O lacténico + carboxilico aIifético); 1651

(Ve=N); 1620 - 1524 (Vc=C cumarina); 1419 (6C—O—H).
'H-RMN (DMSO-ds, TMS, ppm): 14,27 (s, ancho, OH); 8,92 (s, 1H, -CH=N-);
7,87 (d, 1H, H4); 754 (d, 1H, H5); 6,54 (d, 1H, H6); 6,10 (d, 1H, H3);

4,58 (s, 2H, CH:- glicina).
UV-Vis [DMSO, Amax, Nm, (g, L mol* cm™)]: 291 (114443), 349 (12805), 364 (10674),

421 (3899).
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7.1.3. Sintesis de la sal carboxilato de potasio del ligando N-(7-hidroxi-8-

cumarinilmetilen)glicina
Rendimiento: 45%
Solubilidad: Soluble en HO y muy poco soluble en DMSO.

IR (KBr, cm‘l): 3424 (vo-H); 3079 (Vc-H aromético); 1730 (V=0 lactonico); 1656 (Vc=nN); 1621

(vascoo'); 1592 - 1522 (vC=C cumarina); 1405 (vsCOO_)-

7.2. SINTESIS DE COMPLEJOS

7.2.1. Sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll),
Zn(LIG-Gly)(H-0)

Rendimiento: 73%
Solubilidad: Soluble en DMSO bajo calentamiento e insoluble en otros solventes.

IR (KBr, cm?): 3378 (Vo-H agua de coordinacién); 1700 (VC=0 iacténico); 1636 (Vc=N);
1610 (vascoo'); 1591 - 1445 (VC=C cumarina); 1396 (vscoo').

IH-RMN (DMSO-ds, TMS, ppm): 8,94 (s, 1H, -CH=N-); 7,83 (d, 1H, H4); 7,41 (d, 1H, H5);
6,52 (d, 1H, H6); 6.00 (d, 1H, H3); 4,03 (s, 2H, CH. - glicina).

UV-Vis [DMSO, Amax (M), £ (L Mol cm)]: 272 (16775), 355 (32984), 369 (32590)

Analisis Elemental. Andlisis calculado (encontrado) [%] para C120sNHsZn.0,5H,0
(PM = 337.593 g/mol): C, 42.69 (43.54); N, 4.15 (4.51); H, 2.99 (1.84).

7.2.2. Sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cobre(ll),
Cu(LIG-Gly)(H20)

Rendimiento: 69%

Solubilidad: Soluble en DMSO e insoluble en otros solventes.

IR (KBr, cm™): 3429 (Vo-H agua de coordinacién); 1719 (V=0 iacténico); 1637 (Vc=N + Vggco0);

1615 - 1434 (vCZC cumarina); 1372 (vsCOO_)-

UV-Vis [DMSO, Amax (NM), € (L mol cm™)]: 267 (24688), 351 (33248), 369 (28939),
682 (114)

N
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Andlisis Elemental: Analisis calculado (encontrado) [%] para Ci20sNHyCu.0,5H,0
(PM = 335.760 g/mol): C, 42.93 (44.08); N, 4.17 (4.56); H, 3.00 (2.01).

7.2.3. Sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)alaninato]cinc(ll),
Zn(LIG-Ala)(H20)

Rendimiento: 41%

Solubilidad: Soluble en DMSO e insoluble en otros solventes.

IR (KBr, cm™): 3404 (Vo-H agua de coordinacién); 1709 (V=0 iacténico); 1631 (Vc=N + Vggco0);
1588 - 1478 (vCZC cumarina); 1413 (vsCOO-)-

H-RMN (DMSO-ds, TMS, ppm): 8,89 (s, 1H, -CH=N-); 7,83 (d, 1H, H4); 7,42 (d, 1H, H5);
6,52 (d, 1H, H6); 6,01 (d, 1H, H3); 3,87 (g, 1H, CH - alanina); 1,35 (d, 3H, CHs - alanina).

UV-Vis [DMSO, Amax (nM), € (L mol™ cm™)]: 272 (10000), 355 (18914), 369 (18553)

Analisis Elemental: Andlisis calculado (encontrado) [%] para Ci130sNH11Zn.1.5H,0
(PM = 369.634 g/mol): C, 42.24 (42.12); N, 3.79 (4.14); H, 3.82 (2.85).

7.2.4. Sintesis del complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)alaninato]cobre(ll),
Cu(LIG-Ala)(H:0)

Rendimiento: 53%

Solubilidad: Soluble en metanol, DMSO y DMF e insoluble en agua y acetona.

IR (KBr, cm™): 3424 (Vo-H agua de coordinacién); 1720 (VC=0 acténico); 1631 (Vc=N + Vggco0);
1590 - 1478 (VC=C cumarina); 1411 (vsCOO_)-

UV-Vis [DMSO, Amax (nm), € (L mol™ cm™)]: 266 (12594), 351 (16653), 369 (14357),
678 (106).

Analisis Elemental: Andlisis calculado (encontrado) [%] para Ci1306NH11Cu.0.5H,0
(PM = 349.786 g/mol): C, 44.64 (43.97); N, 4.00 (4.47); H, 3.46 (2.04).

N
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7.3. ENSAYOS DE CRISTALIZACION

7.3.1. Método de evaporacion lenta
Después de un mes se observé la precipitacién de un polvo policristalino en DMSO en

ambos procedimientos.

7.3.2. Método difusion a vapor
En caso de usar éter etilico o etanol como antisolvente al cabo de tres a cuatro semanas

se obtuvo un polvo policristalino, mientras que con etilenglicol tardé meses.

7.3.3. Método de obtencién de cristales a partir del licor madre

Procedimiento 1: En el caso del complejo Zn(LIG-Gly)(H20), luego de la evaporacion
total del solvente al cabo de cuatro meses se obtuvo un producto viscoso adherido a las
paredes del vaso de precipitados. Por otro lado, en el caso del complejo
Cu(LIG-Gly)(H20), se llegb a obtener cristales rectangulares que estan por ser evaluados.

Procedimiento 1: Después de la evaporacion parcial de la mezcla de solventes, se
obtuvieron algunos cristales aislados, de tamafio considerable, que se encuentran a la

espera de ser evaluados por estereoscopio 0 microscopio.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1. PROCESOS DE SINTESIS

8.1.1. Sintesis de Ligandos

8.1.1.1. Precursor 8-formil-7-hidroxicumarina, 8-CHO-7-OH-CA

Para la sintesis de este compuesto se ensayaron cuatro procedimientos reportados, todos
ellos basados en una reaccion de Duff con ciertas variaciones’ 73 65 7475 | as condiciones
de sintesis, asi como del procesamiento del producto y el rendimiento obtenido en los

ensayos exploratorios con dichos procedimientos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Ensayos de sintesis de la 8-CHO-7-OH-CA basados en la reaccién de Duff.

T°C
; - ] B Paso
N° Sustrato Hexamina | Solvente y Hidrélisis Extraccion . Rend.
Adicional
tix
Fase orgéanica
2mL !
7-OH-CA* 90°C Eter concentrada
1 3 mmol Ac. - . . 5%
1 mmol » 1lh etilico vertida en
Acético
EtOH frio
H,O =6 mL
7-AcO-CA** 2mL 80°C . .
2 1.5 mmol Tiempo = 30 min - - 9%
1 mmol TFA 10h
T° =60°C
Fase orgéanica
5mL HCI 20% = 7.5 mL 3
7-OH-CA* 90°C ) Eter concentrada
3 2.5 mmol Ac. Tiempo =1 h . . 14%
1 mmol » 6h etilico vertida en
Acético T°=90°C .
hielo

*7-hidroxicumarina, **7-Acetoxicumarina

En el ensayo 1 se utilizé la variante de la reaccién de Duff reportada por Darla et al.”? que
parte del mismo sustrato cumarinico que el del presente trabajo. Sin embargo, pese a que
se sigui6 exactamente el procedimiento indicado, se obtuvo un rendimiento bajisimo
respecto al reportado de 44%. Para el ensayo 2, se sigui6 la variante de Sen et al.”®, para
lo cual fue necesario realizar una acilacion previa de la 7-hidroxicumarina. A diferencia del

caso anterior, en este caso se utilizé acido trifluoroacético como solvente, un tiempo de
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reaccion mucho mayor y un paso adicional de hidrélisis al término de la reaccién. Si bien
el rendimiento fue algo mayor que el obtenido en el ensayo 1, tampoco correspondio al
reportado de 60%. Finalmente, se opté por aplicar en el ensayo 3 el procedimiento
reportado por Kulkarni et al.® y Dong et al.”* para la formilacién de un sustrato
relacionado, la 7-hidroxi-4-metilcumarina. Esta reaccion se llevd a cabo en &cido acético
glacial como en el ensayo 1, pero se us6 un mayor tiempo de reaccion y se realizé una
hidrélisis acida al término de la reaccién. El rendimiento obtenido, trabajando a una escala
mucho menor (1 vs 60 mmol de sustrato) resultd muy cercano al reportado de 15%;

ademas, el espectro *H-RMN indicé un buen grado de pureza.

Otro método de formilacién ensayado fue aquel reportado por Feng y Griffiths™ que se
basa en la reaccion de Reimer-Tiemann. Se obtuvo un producto rojo vino con un
rendimiento aparente del 10%, muy diferente a aquel de color amarillo palido obtenido en
el ensayo 3 de la tabla 4, cuyo espectro *H-RMN no permitia identificar al producto

deseado como componente mayoritario.

Por lo tanto, se optd por seleccionar el procedimiento usado en el ensayo 3 que conduce
directamente a un producto puro aunque con un rendimiento relativamente bajo que, sin
embargo, concuerda con el reportado por los autores y otros investigadores que lo han
aplicado’ " 78, Se decidi6 realizar algunas variaciones en los pardmetros de sintesis con
el fin de explorar la posibilidad de elevar dicho rendimiento, las cuales se presentan en la
tabla 5.

Se realizaron 6 ensayos a pequefia escala, en los cuales se mantuvo constante la
relacion molar de la hexametilentetramina (agente formilante) al sustrato cumarinico.
Tomando como referencia el ensayo 3 de la tabla 4, se introdujeron variaciones en la
concentracion de los reactivos, tiempo de reaccion y solvente usado para la extraccion.
Se encontré que una reduccion en el volumen del solvente practicamente no afecta el
rendimiento de la reacciobn (ensayos 1 y 2); sin embargo, este se ve reducido
drasticamente con un aumento en el tiempo de reaccion (ensayos 5 y 6). En cuanto al
solvente usado para la extraccion, el rendimiento se mantiene en 15% al reemplazar el
éter etilico por cloroformo o diclorometano (ensayo 2, 4 y 5), mientras que el tolueno si lo

disminuye considerablemente (ensayo 3).

En los ensayos siguientes, partiendo de 8 mmol del sustrato cumarinico, se redujo adn

mas la cantidad de solvente como es usual al escalar una reaccion. Ademas, se vario la
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cantidad del agente formilante usado en exceso y se encontr6 que tanto un aumento
como una disminucion en la relacion molar hexamina/7-OH-CA no influy6 sobre el
rendimiento de la reaccién (ensayos 8 y 9). Por ultimo, el ensayo 10 se realiz6 en

atmosfera inerte, lo cual tampoco produjo mejora alguna.

En conclusién, no fue posible, a pesar de todas las variaciones introducidas, lograr un
aumento en el rendimiento de la reaccion. Por esta razon, se decidié utilizar en sintesis
posteriores las condiciones del ensayo 9, donde se trabaja con una menor relacion molar
hexamina/7-OH-CA y menor volumen de solvente que en el procedimiento reportado®: 74,

Tabla 5. Variaciones en parametros de sintesis del ligando 8-CHO-7-OH-CA

Ensayo 7-OH-CA Hexamina Solvente Tiempo Hidrolisis Extraccion | Rend.
1 SmL Eter etilico | 14%
Ac. Acético
2 Eter etilico 15%
3 Ghoras | 11c) 2006 =7.5mL |  Tolueno 9%
1 mmol 2.5 mmol Tiempo = 1 Hora
2.5mL T°=90°C
4 o CHCl; 15%
Ac. Acético
5 15%
CHCl,
6 20 horas 7%
7 20 mmol 15%
8 24 mmol HCI 20% = 27 mL 15%
9mL .
8 mmol . 6 horas Tiempo = 1 Hora CH.Cl,
Ac. Acético . .
9 T° =90°C 15%
16 mmol
10 15%*

*Sintesis llevada a cabo bajo atmésfera de nitrégeno
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8.1.1.2. Ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina, LIG-GLY

La sintesis del ligando base de Schiff formado por la condensacién de la 8-formil-7-
hidroxicumarina con glicina, el cual no ha sido reportado, fue realizada en un medio
metandlico utilizando la minima cantidad de agua. Este medio de reaccidén proporciond un
pH cercano a 5, el cual es el 6ptimo para obtener la maxima velocidad de reaccion para la
formacion del enlace imino. La tabla 6 muestra los diversos ensayos de sintesis llevados

a cabo con el fin de encontrar las mejores condiciones de reaccion.

Tabla 6. Variaciones en parametros de sintesis del ligando LIG-Gly

= I Tiempo de .
Ensayo 8-CHO-7-OH-CA Glicina reach);ién Rendimiento

0.2 mmol 0.2 mmol

1 3 mL de MeOH 300uL Hz0 6 horas 49%
0.4 mmol 0.4 mmol

2 6 mL de MeOH 600uL H20 6 horas 49%
0.4 mmol 0.6 mmol

3 6 mL de MeOH 600UL H20 6 horas 64%
0.4 mmol 0.6 mmol

4 6 mL de MeOH 600uL H20 3 horas 58%
0.8 mmol 1.2 mmol

5 10 mL de MeOH 1.2 mL H.0 3 horas 66%

En el primer ensayo se trabajé a una relacion molar 1:1 sustrato cumarinico/glicina y se
obtuvo el producto, un polvo anaranjado policristalino, con un rendimiento relativamente

bueno. Al aumentar la escala en el segundo ensayo, este rendimiento se mantuvo.

En el caso del ensayo 3 se realiz6 un aumento del 50% en la concentracién del reactivo
glicina, con el objetivo de explorar un posible aumento del rendimiento y el resultado fue
positivo. Para el ensayo 4, se mantuvo el exceso de glicina y se redujo considerablemente
el tiempo de reaccion; sin embargo, esto no afectd6 mayormente el rendimiento de la
reaccion. Por esta razon, en el Ultimo ensayo realizado a mayor escala, se mantuvieron
las mismas condiciones del anterior, lo cual condujo a un rendimiento comparable al

ensayo 3 que se considero satisfactorio.
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Asimismo, se realizo la sintesis de la sal carboxilato de potasio del ligando. Esta sal
resultd de utilidad en la interpretacion del espectro IR de los complejos de cinc(ll) y
cobre(ll) derivados de este ligando.

8.1.1.3. Ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)alanina, LIG-Ala

Para la obtencién de este ligando no reportado, se utilizé el procedimiento optimizado
para el ligando base de Schiff andlogo derivado de la glicina, LIG-GLY. La tabla 7
muestra las condiciones de reaccién para este primer ensayo, asi como un ensayo

adicional variando el solvente.

En el primer ensayo se trabajé con un exceso del 50% en la concentracion de alanina y
con 3 horas de reaccion a reflujo en metanol. Durante este tiempo, la solucién amarillo
palido inicial adquirié un color anaranjado tenue, pero no ocurrié precipitacién del producto
esperado. Se concentré hasta sequedad la solucion y el producto obtenido se filtr6 a
vacio, lavandose solo con abundante agua y metanol helado, ya que no se disponia de
informacién adicional sobre la solubilidad del ligando. El rendimiento aparente fue de 33%
ya que el espectro IR y H-RMN demostré la presencia del reactivo de partida, la
8-formil-7-hidroxicumarina. No se pudo eliminar esta Ultima puesto que la mezcla obtenida
como producto resultaba totalmente soluble en los tres solventes en que es soluble el

precursor (acetona, DMF y DMSO).

En el segundo ensayo se us6 etanol en lugar de metanol como medio de reaccién. Este
cambio produjo una disminucién del rendimiento aparente vy, al igual que el caso anterior,

se observo la mezcla de productos en el espectro *H-RMN.

Debido a estos inconvenientes, se decidié no continuar con la sintesis de este ligando y

sintetizar directamente el complejo por efecto template, como se describira mas adelante.

Tabla 7. Variaciones en parametros de sintesis del ligando LIG-Ala

Ensayo 8-CHO-7-OH-CA Alanina Tiemp(-)'de Lavado Rend.
reaccion Aparente
1 0.2 mmol 0.3 mmol 3 horas H20, MeOH helado 33%
3 mL de MeOH 750uL H20
2 0.2 mmol 0.3 mmol 3 horas H.O, EtOH helado 14%
3 mL de EtOH 750uL H20
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8.1.2. Sintesis de Complejos

8.1.2.1. Complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con los ligandos N-(7-hidroxi-8-

cumarinilmetilen)glicina y N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)alanina

Para la sintesis de los nuevos complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con el ligando
N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina se ensayaron béasicamente dos métodos. El
primero se basd en una reaccion de metatesis entre el ligando mencionado y una sal de
cinc, mientras que para el segundo se aprovecho6 de un efecto template o “plantilla” por
parte del metal que condujo a la formacién de la base de Schiff in situ, a partir del
precursor cumarinico y la glicina, la cual finalmente coordina al centro metalico. En la
tabla 8 se presentan los diversos ensayos realizados para la sintesis del complejo
Zn(LIG-Gly)(H20) mediante el primer método, mientras que en la tabla 9 se muestran los
que se llevaron a cabo para los complejos de Zn(LIG-Gly)(H.0) y Cu(LIG-Gly)(H.O)
utilizando el efecto template.

Tabla 8. Ensayos de sintesis del complejo

Acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll) por reaccién de metéatesis

pH
Ensayo LIG-Gly Sal de cinc(ll) Base final | Rendimiento
0.1 mmol Zn(CH3COO0)2.2H20

1 200 uL H:0 - 4-5 49%
0.1 mmol Zn(CH3C00)2.2H,0 | NaOH

2 200 uL H20 0.5M 7 52%
0.1 mmol 2.5mL 0.1 mmol ZnCl NaOH

3 DMF/H.0 1:1 200 uL H20 05M | 4-5 5%
NaOH

0.1 mmol Zn(NOs)2 .4H20

4 200 uL H20 0.5M 4-5 9%
0.1 mmol ZnClz NaOH

5 200 uL H20 0.5M 7 58%

En todas las sintesis se utiliz6 como solvente una mezcla DMF/H.O 1:1, puesto que el

ligando es soluble bajo calentamiento en este medio y en cambio el complejo precipita.
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Los ensayos 1y 2 en que se utiliz6 como fuente del metal acetato de cinc(ll) mostraron
que a un pH 4 - 5 se forma el mismo complejo que a pH 7 y con un rendimiento similar. En
los ensayos restantes llevados a cabo con cloruro y nitrato de cinc(ll) en lugar del acetato,
se encontrd que el cambio del contraién no afectaba la naturaleza del complejo producto.
Sin embargo, en estos casos, a diferencia del caso de la sal de acetato, el pH ejerci6 un
papel decisivo en los rendimientos obtenidos como se observa al comparar los ensayos 3

y 5.

Tabla 9. Ensayos de sintesis de los complejos de Zn(ll) y Cu(ll) con el ligando

N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina empleando el efecto template

8-CHO-7-OH- o Sal de cinc(ll) pH o
Ensayo ] Glicina Base ) Rendimiento
cumarina Sal de cobre(ll) final

0.2 mmol
Zn(CH3CO0)2.2H20 66%
400 yL H20 NaOH
0.2 mmol 0.5M
Cu(CH3C0OO0)2.H20 80%
0.2 mmol
0.2 mmol 800 pL H20
400 uL
4mL MeOH 0.2 mmol
H20
Zn(CH3CO00)2.2H20 64%
400 uL H20
0.2 mmol
Cu(CH3C0OO0)2.H20 70%
800 pL H20

El procedimiento seguido en la sintesis de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) utilizando el
efecto template esta basado en una adaptacion de aquel usado por Boghaei y
Gharagozlou™ para la sintesis de complejos de cinc(ll) usando como sustrato un derivado
del salicilaldehido. La ventaja de este método es que se logra obtener el complejo
Zn(LIG-Gly)(H20) en un solo paso sin necesidad de una sintesis previa de la base de
Schiff utilizada como ligando. Ademas, el rendimiento global del complejo de cinc(ll), el
cual al ser obtenido mediante sintesis inicial de la base de Schiff y su posterior
complejacion con cinc(ll) es de alrededor del 33%, practicamente se duplica al aplicar el
efecto template. Por esta razon, se decidio utilizar solo este método para el complejo de

cobre(ll), con resultados aln mejores.

= < ' . X
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Si bien en el procedimiento de referencia se trabaja a pH 7, se introdujo una variante en
gue emulando la sintesis realizada en el ensayo 1, se aprovecha el caracter basico del
contraion acetato en relacion molar 1:1 con el ligando LIG-Gly para realizar la sintesis sin
adicion de base. El hecho de que se obtenga el mismo producto y con rendimientos
comparables, indica que basta la relativamente baja concentracion de la sal carboxilato
del ligando presente a pH 4 - 5 para iniciar la formacién del complejo, la cual se ve muy
favorecida por el efecto quelato y la insolubilidad del complejo en el medio de reaccion,

ambos factores que desplazan el equilibrio en la direccion deseada.

Dado que la pureza y el rendimiento de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) resultan
comparables , tanto a pH 7 como 4 - 5, se opt6 por realizar la sintesis a mayor escala a
este dltimo pH, lo que minimizaria un eventual riesgo de contaminacién de los complejos
obtenidos con hidroxido de cinc(ll) o cobre(ll). Este mismo pH se utilizé para la sintesis de
los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con el ligando base de Schiff formado por la
condensacion con alanina en vez de glicina. En la tabla 10 se presentan las sintesis por

efecto template escaladas a 1 mmol de Zn(ll) y Cu(ll) con ambos ligandos.

Tabla 10. Complejos de Zn(ll) y Cu(ll) con los ligandos N-(7-hidroxi-8-

cumarinilmetilen)glicina y N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)alanina

] _ | 8-CHO-7-OH-
Sintesis ) i . ] o
cumarina Aminoécido Sal del metal pH final Rendimiento

1 mmol
8 Zn(CH3CO00)2.2H20 73%

1 mL H20
Glicina

1 mmol
9 Cu(CH3C0O0)2.H20 69%

1 mmol 4 mL H20

15 mL MeOH

1 mmol
10 Zn(CH3C00)2.2H20 41%

1 mL H20
Alanina

1 mmol
11 Cu(CH3C0O0)2.H20 53%
4 mL H20
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8.2. CARACTERIZACION
8.2.1. Precursor 8-formil-7-hidroxicumarina, 8-CHO-7-OH-CA

En el espectro 'H-RMN del compuesto precursor 8-formil-7-hidroxicumarina
(8-CHO-7-OH-CA) mostrado en la figura 19 se observan en el rango de 6 a 8 ppm las
sefiales de los cuatro hidrégenos aromaticos como dupletes con una constante de
acoplamiento caracteristica para hidrégenos en posicion relativa orto. A partir de los
valores de las constantes de acoplamiento, se concluye que los protones a 8.03 y 6.38
ppm se encuentran acoplados entre si (J = 9.75 - 9.45); lo mismo ocurre con aquellos a
7.88 y 6.97 ppm (J = 8.85). Asimismo, a 10.44 ppm se aprecia claramente la sefial
caracteristica del proton aldehidico, mientras que a 11.91 ppm aparece la sefal del
hidrégeno fendlico, ancha y de baja intensidad debido al intercambio con el agua del
solvente deuterado de-DMSO.

1 =975 J =9.45

,_|_| ,;l_l 1 =885 ;é_l_N|

80416
—80221
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Figura 19. Espectro *H-RMN del ligando 8-formil-7-hidroxicumarina.

En lo que concierne al espectro de **C-RMN (figura 20) se pueden distinguir las diez
sefiales de los carbonos que conforman el esqueleto de este compuesto. El pico a 191
ppm se asigna al carbono aldehidico puesto que se encuentra en el rango de
desplazamiento quimico tipico para este tipo de carbono. Una de las tres sefiales en el
rango de 168 a 152 ppm debe corresponder al C=0 lactonico, mientras que las otras dos
corresponderian probablemente al C7 y C9 que se encuentran enlazados a atomos de

oxigeno. Las sefiales restantes son caracteristicas de carbonos asociados a anillos
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aromaticos y no es posible asignarlas haciendo uso solamente de este espectro. No
obstante, el reconocimiento del carbono aldehidico por **C-RMN y el protén aldehidico por
!H-RMN pueden ser usados como punto de partida en las técnicas HSQC y HMBC-RMN

para una completa asignacion de las sefiales restantes.
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Figura 20. Espectro **C-RMN del ligando 8-formil-7-hidroxicumarina
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La figura 21 muestra el espectro *H-*C HSQC del ligando 8-CHO-7-OH-CA, el cual nos
permite identificar los protones que se encuentran directamente enlazados a sus
respectivos carbonos. Asi es posible confirmar que el carbono aldehidico (191 ppm) se
encuentra enlazado al protén aldehidico (10.44 ppm), mientras que los carbonos que
presentan un desplazamiento quimico a 144, 136, 114 y 113 ppm son los que estan
acoplando con los protones de la region aroméatica y el resto de sefiales corresponden a

los cinco carbonos cuaternarios.

Esta informacioén resulta (til para la interpretacion del espectro *H-1*C HMBC. Ademas, el
espectro 'H-13C HSQC también permite confirmar que el protdn con un desplazamiento
quimico de 11.91 ppm en el espectro 'H-RMN, el cual no correlaciona con ningtin carbono
del compuesto en estudio corresponde al proton del grupo hidroxilo.

La figura 22 muestra el espectro 'H-*C HMBC, el cual correlaciona el desplazamiento
gquimico de un protén con carbonos que se encuentran separados por dos 0 mas enlaces.

Su interpretacién se realizé como se explica a continuacion.

En primer lugar, se observa que el carbono aldehidico (191 ppm) acopla con un proton de
la zona aromatica. Este proton seria el H6 (6.97 ppm), el cual presenta un acoplamiento
carbono-protén a través de cuatro enlaces y pudo ser detectado porque existe un
alineamiento geométrico favorable mediante una cadena C-C-C-C-H, lo que permite un
acoplamiento del tipo “W” &, Por tanto, se concluye que la sefial a 114 ppm en el espectro
IH-13C HSQC, corresponde al carbono unido al H6. Asimismo, como este hidrégeno esta
acoplado al protén que resuena a 7.88 ppm segun el *H-RMN, necesariamente debe
corresponder al H5. En consecuencia, haciendo uso del espectro HSQC se observa que
el H5 acopla con el carbono a 136 ppm. De esta manera, se logré asignar los carbonos
C5y C6 y sus correspondientes hidrégenos.

A continuacion conviene analizar los acoplamientos del H5 y H6 en el espectro HMBC con
los diversos carbonos. Se observan claramente los acoplamientos del H6 con los picos a
109, 111, 156, 164, y 191 ppm, asi como aquellos del H5 con los carbonos a 109, 111,
144, 156 y 164 ppm. Por otro lado, resulta sorprendente en una primera aproximacion el
acoplamiento casi nulo de los H5 y H6 con los carbonos C6 (114 ppm) y C5 (136)

respectivamente dado que son acoplamientos hidrégeno-carbono en posicion relativa orto
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(3Jch) que se esperaria que fueran fuertes. Sin embargo, al revisar literatura pertinente se
encuentra que este fenémeno es relativamente usual en anillos bencénicos & y en otras

cumarinas estudiadas®:.
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Figura 22. Espectro *H-*C HMBC-RMN del ligando 8-formil-7-hidroxicumarina

El siguiente paso es considerar los acoplamientos que presenta el protén aldehidico.
Estos acoplamientos se producen con carbonos que presentan un desplazamiento

guimico a 109, 114 (C6), 156 y 164 ppm. Ahora bien, como se mencion0 anteriormente en
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el andlisis preliminar del espectro *C-RMN, se espera que el C=0 lactdnico se ubique en
el rango 152-168 ppm y no es posible que este carbono acople con el protdén aldehidico.
De esta manera, la Unica posibilidad es que de las tres sefiales ubicadas en dicho rango
sea aquella a 159 ppm la asignada al carbonilo lactdnico. Por tanto, la premisa de que las
sefiales a 156 y 164 ppm corresponderian a los carbonos cuaternarios C7 y C9, que se
encuentran unidos a atomos de oxigeno, se ve reforzada por los acoplamientos

observados entre estas sefales y el proton aldehidico.

Luego se considerd conveniente analizar los acoplamientos que presenta el C5 (136
ppm). Se observa que existen dos picos en el espectro HMBC, uno con el H6 (6.97 ppm)
muy débil, tal como como se analiz6 anteriormente, y otro mas intenso con el proton
ubicado a 8.03 ppm. Por otro lado, de acuerdo con la ecuacion de Karplus, se espera que
el protén H4 ubicado a una distancia de tres enlaces (*Jcn) del C5 y con un angulo diedro
de 0° respecto a este, presente un acoplamiento relativamente intenso como
efectivamente se observa en el espectro 'H-'3C HMBC con dicho carbono. De esta
manera, es posible asignar la sefial a 8.03 ppm al protén H4 en el 'H-RMN vy la sefial a
145 ppm al C4 en *C-RMN. Asimismo, dado el acoplamiento ya mencionado que existe
entre los protones H4 y H3, la asignacion del primero permite la identificacion directa de la
sefal del H3, que se ubica entonces a 6.38 ppm y por ende, segin el HSQC, la del C3 a

113 ppm.

El acoplamiento C-H trans en un anillo aromatico, alin mas intenso segun Karplus que el
cis antes mencionado, resulta Gtil para la asignacién de carbonos ubicados a una
distancia de tres enlaces de un protén. Por esta razén, se espera un acoplamiento muy
intenso del proton H3 con el carbono C10 que se encuentra en posicidn relativa trans. Al
analizar los acoplamientos del H3, se observan solo dos acoplamientos fuertes, uno con
el carbono a 112 ppm y otro con el carbono a 159 ppm; pero como este Ultimo ya ha sido
asignado al carbono del C=0 lacténico, se concluye que el carbono a 112 ppm seria el
C10. Esta asignacion se ve reforzada por el acoplamiento fuerte que se observa en el
espectro H-C HMBC entre este carbono y el segundo protén en posiciéon trans al
mismo, el H6. La asignacion del C10 facilita a su vez aquella pendiente del carbono C8,
gue se ubica entonces a 110 ppm puesto que las Unicas sefiales restantes ubicadas a 156

y 164 pertenecen necesariamente a los carbonos C7 y C9 unidos a atomos de oxigeno.

Aplicando nuevamente la relacion de Karplus y por un razonamiento similar, es posible

asignar los carbonos C7 y C9 aun pendientes en el espectro HMBC. En este sentido,

S >
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resulta conveniente ubicar en el espectro *H-'*C HMBC los acoplamientos del H4 con el
C7 y el C9. Se espera que el primero sea débil o no observable dada la lejania de ambos
atomos (5 enlaces), mientras que el segundo, que es del tipo C-H trans, debe ser muy
fuerte segln Karplus. Al observar el espectro *H-*C HMBC, se aprecia un acoplamiento
intenso con la sefial a 156 ppm, la cual en consecuencia resulta asignable al C9. De esta
manera la sefial restante a 164 ppm corresponde al C7.

En la tabla 11 se presentan las asignaciones definitivas de los hidrégenos y carbonos del
compuesto 8-formil-7-hidroxicumarina. Esta asignacion resultaria igualmente valida para
la base de Schiff con glicina derivada del mismo, puesto que el tnico cambio que se da en
el esqueleto cumarinico seria el reemplazo del grupo aldehido en la posicion 8 por el
grupo aceptor analogo imino.

Tabla 11. Asignaciones de las sefiales de los espectros H-RMN y *C-RMN en ds-DMSO

realizadas para el compuesto 8-formil-7-hidroxicumarina.

Posicién Ou, mult (J en Hz) dc,tipo

2 - 159.4876, C=0 jactsnico
3 6.3846, d (9.45) 113.0094, CH

4 8.0318, d (9.75) 144.8855, CH

5 7.8790, d (8.85) 136.6818, CH

6 6.9656, d (8.85) 114. 3527, CH

7 - 164.3260, C enlazado a oH
8 - 109.5575, C enlazado a cHO
9 - 156.1006, C

10 - 111.5723,C

11 10.4403, s 191.2698, CHO

OH 11.9084, s -
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En la figura 23 se presenta el espectro IR del precursor 8-formil-7-hidroxicumarina,
mientras que en la tabla 12 se reportan las asignaciones de las principales bandas de

absorcion.

En el espectro IR se observa la vibracién de estiramiento del OH fendlico a 3433 cm™
como una banda ancha y relativamente débil. Asimismo, la banda intensa a 1731 cm™ es
asignada a la vibracion de estiramiento del carbonilo lactonico. Por otro lado, aparecen
dos bandas, una muy pequefia a 2921 cm™ y otra intensa a 1659 cm™, caracteristicas de

las vibraciones de estiramiento Vc-H y Vc=0 del grupo aldehido. Finalmente, se observa
un conjunto de bandas de intensidad variable en el rango de aproximadamente 1630 cm*

a 1420 cm* asignables a vibraciones Vc=c del anillo cumarinico.
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Figura 23. Espectro IR del ligando 8-formil-7-hidroxicumarina

Tabla 12. Asignaciones de las principales bandas de absorcion de Ila

8-formil-7-hidroxicumarina

Vo-H* Vc=0 Vc=0 Vc=c Oc.oH Vc-o
lacténico aldehido aromético
1602, 1231, 1181,
8-CHO-7-OH-CA 3433 1731 1659 1408
1485, 1439 1163
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8.2.2. Ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina, LIG-GLY
8.2.2.1. Espectroscopia Infrarroja

En la figura 24 se muestran los espectros infrarrojos del ligando N-(7-hidroxi-8-
cumarinilmetilen)glicina (a) y su sal carboxilato de potasio (b). Este ultimo resulta de
utilidad para la posterior interpretacion de los espectros IR de los complejos de cinc(ll) y
cobre(ll) tanto de este ligando como de la base de Schiff analoga que resulta de la
condensacion de la 8-formil-7-hidroxicumarina con alanina en lugar de glicina. Los
espectros IR del ligando y su respectiva sal se presentan de forma ampliada en el rango
de 4000 cm™ a 400 cm™ en el anexo 10.1.

En la tabla 13 se presentan las asignaciones de las bandas de absorcion de los espectros
IR del ligando LIG-Gly y su sal de potasio que resultan de interés para una posterior
interpretacion y andlisis de los espectros IR de sus respectivos complejos, asi como

aquellos con la base de Schiff analoga.

Tabla 13. Principales frecuencia de vibracion en los espectros IR del N-(7-hidroxi-8-

cumarinilmetilen)glicina y su sal de potasio

Vc-= V= B Vc= 8(C-O-H .
Vo =0 e Vgascoo S ( B ) Vscoo Vco
lacténico imino aromatico Caboxilice
1620 1258
Ligando 1233
3439 1712* 1651 1586 1419 -
LIG-Gly 1504 1186
1156
1256,
Sal de K+ 1592, 1231,
) 3424 1730 1656 1621 1404
(carboxilato) 1522 1185,
1154

* Superpuesta con v(C=0) carboxilico alifatico
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En el espectro IR del ligando, mostrado en el anexo 10.1.1, se observa una banda ancha
e intensa a 3439 cm?, la cual por su posicién similar a aquella presente en la
correspondiente sal carboxilato de potasio tomada como referencia se puede asignar a la
vibracion de estiramiento del OH fendlico; esto resulta consistente con el hecho que al pH
6 en que fue sintetizada la sal no ocurre la desprotonacién de dicho grupo. Esta banda,

encubriria en caso del ligando, a la banda de la vibracion vo.+ del grupo carboxilico.

Al comparar las bandas asignadas al vc-o lacténico en los espectros IR del ligando y la sal
de referencia se observa que en el ligando esta banda aparece considerablemente mas
ancha y algo mas intensa que en la sal, lo cual se atribuye a su superposicién con la
banda vc-o COOH, que en general se ubica alrededor de 1720 cm® en grupos
carboxilicos alifaticos. En lo que respecta a las bandas correspondientes a la vibracion de
estiramiento del grupo imino, estas se encuentran en posiciones similares en ambos

espectros.

El aspecto mas relevante en la presente comparacion concierne a la apariciéon en la sal
del ligando de dos bandas, una muy intensa a 1621 cm™ y otra relativamente intensa a
1404 cm, las que por sus posiciones e intensidades resultan caracteristicas para las
vibraciones de estiramiento asimétrica y simétrica del grupo carboxilato. Esto es
consistente con la desprotonacion del grupo carboxilico y la consiguiente desaparicion de
la vc-0 COOH del ligando en el espectro de la sal. Asimismo, se observa que la banda

asignada a la flexion C-O-H del grupo carboxilico esta ausente en la sal.
8.2.2.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

En la figura 25 se presenta el espectro *H-RMN de la 8-formil-7-hidroxicumarina, asf
como del ligando base de Schiff formado por la condensacién de este compuesto con

glicina.

En el espectro 'H-RMN del compuesto precursor 8-formil-7-hidroxicumarina se observan
en el rango de 6 a 8 ppm, como se discutid en el acapite 8.2.1, las sefiales de los cuatro
hidrégenos aromaticos como dupletes, Asimismo, a 10.44 ppm se aprecia claramente la
sefial caracteristica del protén aldehidico, mientras que a 11.91 ppm aparece una sefial
ancha y de baja intensidad asignada al hidrogeno fendlico. La formacion de la base de
Schiff con glicina, conduce a la desaparicion de la sefial del hidrégeno aldehidico y la

aparicion en su lugar de la sefal del hidrogeno del grupo imino a 8.92 ppm. Por otro lado,

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




la sefial del OH fendlico se ve desplazada considerablemente hacia campo bajo y se
ubica a 14.27 ppm en la base de Schiff. En cambio, todas las sefiales en el rango
aromatico sufren un notable desplazamiento a campo alto (A = 0.16 - 0.42) como
consecuencia del efecto desapantallante introducido por la disminucion del poder aceptor
del grupo imino respecto al grupo aldehidico. Estas sefiales han sido asignadas teniendo
en cuenta que el reemplazo del grupo aldehidico en el precursor por el grupo imino en la
base de Schiff no debe afectar el orden en que aparecen dichos protones en el espectro
!H-RMN. Por Ultimo, se observa la aparicién de una sefial adicional a 4.58 ppm que

corresponde a los hidrogenos metileno de la base de Schiff.
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Figura 25. Espectros *H-RMN del ligando 8-formil-7-hidroxicumarina (a) y de la base de

Schiff formado por la condensacion con glicina (b)
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8.2.3. Complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con los ligandos N-[(7-hidroxi-8-

cumarinil)metilen]glicina y N-[(7-hidroxi-8-cumarinil)metilen]alanina
8.2.3.1. Espectroscopia Infrarroja

En la figura 26, se presentan de modo comparativo los espectros IR del N-(7-hidroxi-8-
cumarinilmetilen)glicina, su correspondiente sal carboxilato de potasio y del complejo
acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll), mientras que en la figura 27 se
compara el espectro IR de este ultimo con aquel del complejo acua[N-(7-6xido-8-
cumarinilmetilen)glicinato]cobre(ll). Asimismo, en la figura 28 se muestran los espectros
IR de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con el ligando base de Schiff analogo resultante
de la condensacion de la 8-formil-7-hidroxicumarina con alanina en vez de glicina. Todos
los espectros IR mencionados se presentan en este acépite ampliados en la zona de
mayor interés entre 2000 y 400 cm?; los correspondientes espectros completos se
muestran en las figuras mostradas en el anexo 10.2. Las asignaciones de bandas de
absorcion seleccionadas de estos espectros IR que resultan de interés para analizar el
posible modo de coordinacién de las bases de Schiff al cinc y al cobre son presentadas en
la tabla 14.

En el acapite 8.2.2.1 se analizaron en detalle los cambios producidos por la
desprotonacion del grupo COOH del ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina en el
espectro IR de la sal. Lo mas relevante resulté la desaparicion de la banda de
estiramiento vc-o carboxilico del ligando y la aparicion en su reemplazo de las bandas
caracteristicas de las vibraciones de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo
carboxilato de la sal. Asimismo, se coment6 que la banda de absorcién del grupo imino no
se vio afectada significativamente al formarse la sal. Esta informacion resulta de especial
interés en el analisis del espectro infrarrojo de los complejos Zn(LIG-Gly)(H:0) y
Cu(LIG-Gly)(H20).

En el espectro IR del complejo Zn(LIG-Gly)(H20), comparado en la figura 26 con aquellos
del ligando y su correspondiente sal de potasio, se observa, a semejanza de lo que ocurre
en la sal, la desaparicion de la banda vc-o COOH. Esto resulta consistente con la
aparicion en dicho espectro de una banda muy intensa a 1610 cm™® y una banda
relativamente intensa a 1417 cm?, las que pueden ser correlacionadas con aquellas
asignadas a las vibraciones de estiramiento asimétrico a 1621 cm™ y simétrico a

1404 cm™ en la sal de potasio. No obstante, en caso de este complejo, la asignacion de la
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Vgscoo” Se dificulta, pues a diferencia de la sal, hay tres bandas de similar intensidad en
dicha zona del espectro y surge la posibilidad de que alguna de las dos restantes pudiera
corresponder a dicha vibracién. La existencia de estas vibraciones caracteristicas del
grupo carboxilato en el Zn(LIG-Gly)(H-0O) demuestra la presencia de este grupo en el
complejo y su probable coordinacion al cinc(ll).

Por otro lado, la coordinacién de la base de Schiff al cinc en el complejo Zn(LIG-Gly)(H20)
produce un desplazamiento de la banda de absorcidn wvc-n del grupo imino de
aproximadamente 1651 cm™ en el ligando a 1636 cm™?, cambio que no se observa al
formarse la sal. Este desplazamiento en la absorcion vc-y hacia menor frecuencia seria
consistente con la coordinacion de dicho grupo al metal como consecuencia del
debilitamiento del enlace C=N por donacién del par libre del nitrégeno al cinc(ll). Cabe
mencionar en este contexto que la banda vc-o lacténico también sufre un desplazamiento
significativo a pesar que por la posicion de este grupo en el anillo cumarinico no seria
posible su coordinacion al centro metalico. Sin embargo, al revisar la literatura de otros
complejos cumarinicos en que por DRX se ha establecido que no coordina el C=0

lactonico, se encuentra que este tipo de desplazamiento no es inusual’® 82 83,

En lo que respecta a la posible coordinacion del grupo fenolato del ligando al cinc(ll), el
espectro IR no permite obtener mayor informacion, salvo la desaparicion de una banda
media y ancha a 1419 cm® que fue asignada a la vibracién de flexion &c-o-H), cuya

ausencia indicaria la desprotonacion de este grupo en el complejo.

Por otro lado, al establecer una comparaciéon entre el espectro IR del complejo de cinc(ll)
con el correspondiente complejo de cobre(ll), Cu(LIG-Gly)(H20) (figura 27), se observa
una cierta similitud en el patron de bandas de absorcién. Esta similitud es particularmente
notoria en lo que respecta a las bandas asignadas en la tabla 14 a las vibraciones de
estiramiento de los grupos C=0 lactdnico, C=N del grupo imino y las C=C del anillo
cumarinico. Una diferencia notable en la zona de grupos funcionales radica en que la
fuerte y bien definida banda de absorcién en el espectro IR del complejo de cinc(ll) a 1610
cm? asignada a la v,sco0 NO resulta observable en este caso. En cambio, se aprecia
claramente una banda de intensidad media a 1372 cm™ que podria asignarse a la v4coo'.
Esto podria indicar que ha ocurrido cierto desplazamiento hipsocrémico de la banda

V,scoo €n el complejo de cobre(ll), la cual en este caso se encontraria superpuesta con la

S >
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Ve-na 1637 cm. Esta Ultima, se encuentra en posicion casi idéntica a la correspondiente

los complejos Zn(LIG-Ala)(H.0) vy

en el complejo Zn(LIG-Gly)(H:0).
infrarrojo de

referencia a los espectros
Cu(LIG-Ala)(H20), mostrados en la figura 28, resulta evidente la gran similitud entre ellos;

En
esta se da no solo en el patron de bandas de absorcién sino incluso en la posicion de la
mayoria de ellas, la cual se extiende hasta parte de la huella digital. En ambos espectros
se observa un notable ensanchamiento de la banda asignada vc-y a 1631 cm?, lo que
constituye evidencia razonable de que esta se encuentra superpuesta con la v 4coo” del

grupo carboxilato coordinado al metal y a su vez refuerza la asuncién en este sentido
planteada para el complejo Cu(LIG-Gly)(H20). Asimismo, en ambos complejos la vibracion
de estiramiento v4coo” Se ubica alrededor de 1412 cm, posicion similar a aquella en los

complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con la base de Schiff analoga de glicina.

X (9
S+l %
& o
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Figura 26. Espectro IR del ligando LIG-Gly (a), de su sal carboxilato de potasio (b) y de

su respectivo complejo de Zn?* (c)
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Figura 28. Espectro IR del complejo Zn(LIG-Ala)(H20) (a)
y del complejo Cu(LIG-Ala)(H20) (b)
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Finalmente, al comparar las bandas de absorcion asignadas a las vibraciones de
estiramiento del grupo imino y aquellas de estiramiento simétrico y asimétrico del grupo
carboxilato presentadas en la tabla 14 para los cuatro complejos se observa un patrén de
comportamiento espectroscopico comdn. Se observa que las bandas de absorcion
asignadas a los grupos imino y carboxilato en los cuatro complejos aparecen en un rango

similar, lo que indicaria la coordinacién de estos grupos al centro metélico en todos ellos.

Por otro lado, el hecho que, como ya se coment6 en el acapite 8.1.2.1, los complejos
Zn(LIG-Gly)(H20) y Cu(LIG-Gly)(H-0) no dependan de la naturaleza del contraion de la
sal utilizada como fuente del metal, permite concluir que este ultimo no forma parte de la

composicion de dichos complejos.

De acuerdo a lo discutido sobre los espectros IR de estos cuatro complejos se podrian
plantear dos posibilidades estructurales. Una de ellas seria que el ligando se comporte
como bidentado via el grupo imino y el grupo carboxilato y presente una relacion
ligando/metal 2:1 o bien se comporte como tridentado y el grupo fenolato forme también
parte de la esfera de coordinacién, en cuyo caso se tendria una relacion ligando/metal
1:1.

'\-\ .
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Tabla 14. Principales frecuencias de vibracién en los espectros IR del ligando LIG-Gly, su sal de potasio,

sus complejos de Zn?* y Cu?* y los complejos de Zn?* y Cu?* del ligando anélogo LIG-Ala

Vc=0 (s)

Vc=N (s)

Vc=c

5(C-0-H) (m)

Vo-H* Vgscoo () boxil Vgcoo (m) Vco
lacténico imino aromatico carboxilico
Ligando 1620 (m), 1258, 1233,
3439 1712+ 1651 - 1419 -
LIG-Gly 1586, 1524 1186, 1156
Sal de K*
aae 3424 1730 1656 1621 1592, 1522 - 1404 | 12°6.123L,
(carboxilato) 1185, 1154
C lej
omprelo 3378 1700 1636 1610 y N - 1396 1241,
Zn(LIG-Gly)(H.0) 1475, 1445 1189, 1155,
1615 (m),
Complejo 1234,
3429 1719 1637%+* 1637+ | 1587, 1528, - 1372
Cu(LIG-Gly)(H,0) 1194, 1157
1472, 1434
C lej
ompreio 3404 1709 1631+ T i 7 - 1413 | 1246, 1201
Zn(LIG-Ala)(H,0) 1478
C lej
ompelo 3424 1720 1631%+ 1631w | 1090, 1925 - 1411 | 1244,1196
Cu(LIG-Ala)(H;0) 1478

*Grupos OH y COOH del ligando, grupo OH de la sal carboxilato y agua de coordinacién en complejos.

*Superpuesta con v(C=0) carboxilico alifatico

*** Superposicion de bandas Vc-n Y Vggco0
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8.2.3.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

En la figura 29 se presentan de modo comparativo los espectros *H-RMN del ligando
N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina (LIG-Gly), de su correspondiente complejo de
cinc(ll), asi como del complejo de cinc(ll) con el ligando andlogo N-(7-hidroxi-8-

cumarinilmetilen)alanina (LIG-Ala).

Al observar el espectro *H-RMN del complejo de Zn(ll) con el ligando LIG-Gly se
aprecia en la regién aromatica un ligero desplazamiento de los cuatro protones del
anillo cumarinico hacia campo alto (A = 0.04 - 0.13) respecto a la base de Schiff
correspondiente. Esto se atribuye a la desprotonacién del grupo hidroxilo en posicion
7, lo cual aumenta su capacidad donadora y por consiguiente causa un
enriquecimiento en densidad electrénica del anillo cumarinico. La desaparicion de la
sefal del mencionado grupo OH que aparece a 14.27 ppm en el espectro *H-RMN del

ligando resulta consistente con la mencionada desprotonacion.

El aspecto mas relevante en el espectro *H-RMN del complejo consiste en el fuerte
desplazamiento hacia campo alto (A = 0.53) de la sefal de los protones metilénicos
respecto a aquella en el correspondiente ligando LIG-Gly. Este corrimiento se
encontraria relacionado con la desprotonacién de los grupos COOH y OH del ligando y
su consiguiente coordinacion al metal. La parcial ionicidad del enlace cinc-carboxilato
asi como aquella del enlace cinc-fenolato generan una disminucién del poder aceptor
del grupo carboxilico y un aumento del poder donador del OH-fendlico del ligando;
esto a su vez conduce a una disminucion del poder desapantallante del grupo COOH y

del N-imino del ligando sobre los protones metilénicos en el complejo formado.

Por otro lado, mientras que en el espectro infrarrojo del complejo Zn(LIG-Gly)(H20),
como se discutié en el acapite 8.2.3.1, se observa un notable desplazamiento de la
banda vc-n hacia menor frecuencia, lo cual cominmente se asocia a una coordinacion
del grupo imino al metal, en el espectro *H-RMN no se aprecia un cambio significativo
(A = +0.02 ppm) en la posiciéon de la sefial del protén imino respecto al ligando. Se
esperaria que una complejacion del N-imino al cinc(ll) ejerza un efecto desapantallante
sobre el protén imino y, por tanto, un notable desplazamiento hacia campo bajo. Sin
embargo, si bien en la bibliografia consultada se menciona esta tendencia
general® 8 la magnitud del desplazamiento quimico puede ser relativamente pequefia
e incluso presentar irregularidades en el sentido del mismo®. En el caso particular del
complejo Zn(LIG-Gly)(H20) el hecho que la variacién sea tan pequefia, aunque en el

sentido esperado, se podria atribuir a que el desapantallamiento introducido por la
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coordinacién del N-imino al metal seria mayormente compensado por el efecto

mesomérico del O-fenolato en posicion orto a dicho grupo.

En lo que respecta al complejo analogo de cinc(ll) con el ligando N-(7-hidroxi-8-
cumarinilmetilen)alanina, este fue sintetizado directamente por efecto plantilla a partir
de los componentes de la base de Schiff y la sal de cinc, por tanto en este caso no es
posible comparar su espectro *H-RMN con el correspondiente ligando. Por esta razon,
se recurrird a una comparaciéon del mismo con el espectro 'H-RMN del complejo
andlogo  antes  discutido  acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll).
Al comparar ambos espectros se observa que las cuatro sefales duplete del anillo
cumarinico aparecen en posiciones practicamente idénticas (A = 0.002 - 0.007) y la
sefial del protébn imino en posicibn muy similar (A = 0.05). La Unica diferencia
significativa consiste en la aparicion de las sefiales del grupo metino y metilo propias
de la alanina en lugar de aquella del metileno de la glicina del ligando base de Schiff
coordinado al cinc(ll). Esto permite concluir que el complejo en cuestion presenta el
mismo modo de coordinacion que su analogo con el ligando base de Schiff derivado
de la glicina.
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Figura 29. Espectros *H-RMN del ligando LIG-Gly (a), del complejo Zn(LIG-Gly)(H-0)
(b) y del complejo Zn(LIG-Ala)(H20) (c)
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8.2.3.3. Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electrénica

El espectro EPR obtenido para el complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)-
glicinato]cobre(ll) en estado sélido y en solucién es mostrado en la figura 30. El
obtenido en estado sdlido (figura 30.a) indica una geometria axial y la ausencia de
una transicion prohibida AM = %2 (figura 30.b) es consistente con un compuesto
mononuclear o un dinuclear donde los centros paramagnéticos se encuentren lo
suficientemente alejados como para no permitir una interaccion entre ellos. Al disolver
el complejo en un solvente coordinante como el DMSO (figura 30.c) se observan las
cuatro lineas hiperfinas (marcadas con asterisco) debido al acoplamiento del electron
desapareado del Cu?* (S=1/2) con el espin nuclear del mismo (I = 3/2). Las constantes
giromagnéticas g, mostradas en la tabla 15, siguen la tendencia g/ (gx = gy) > 91> Qe
(2.002) caracteristica de un estado basal y con una mayor contribucion del orbital dyo.y2
y, en consecuencia, el complejo puede presentar una geometria octaédrica elongada,
pirdmide de base cuadrada o cuadrado plana®.

A pesar de que el complejo presenta un nitrégeno como atomo donador (I=1), no se
aprecian las tres sefiales superhiperfinas (m=2nl+1) correspondientes al acoplamiento
del electron desapareado del Cu?* con los atomos de nitrégeno. Sin embargo, estas

sefiales no necesariamente son observables en solucion®”: 88,

(mT)

(mT)

Figura 30. Espectro EPR del complejo Cu(LIG-Gly)(H20) en estado sélido a 298°K (a),
registrado a una baja intensidad de campo magnético con una alta ganancia para una mejor

apreciacion (b) y en solucion de DMSO a 77°K (c).
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Tabla 15: Pardmetros EPR para el complejo Cu(LIG-Gly)(H20) en DMSO a 77°K

8/ 8 Ay AL 8iso Aiso
Sol. en
17.379mT 0.1mT -
D7I\7/I°SK(?1;31 2264 | 2066 | (o3’ ineemy | (xaotemy | 2132 | 61:9x10em

(1) Los parametros fueron colectados mediante simulacién anisotrépica con el programa WINEPR — Brucker.

El espectro EPR obtenido para el complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)-

alalinato]cobre(ll) en estado sélido y en solucién es mostrado en la figura 31.

Figura 31. Espectro EPR del complejo Cu(LIG-Ala)(H-0) en estado sélido a 298°K (a),
registrado a una baja intensidad de campo magnético con una alta ganancia para una

mejor apreciacion (b) y en solucién de DMSO a 77°K (c).

Tabla 16: Pardmetros EPR para el complejo Cu(LIG-Ala)(H-O) en DMSO a 77°K

8/ gt Ay AL 8iso Aiso
Sol. en
17.379mT 0.0001mT —
D7|\7/I°S|,<O(1)a 2.266 | 2.064 (183.7x10* cm™) | (0.0001x10° cm?) 2.131 61.2x10" cm

(1) Los parametros fueron colectados mediante simulacién anisotrépica con el programa WINEPR — Brucker.
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A semejanza del complejo Cu(LIG-Gly)(H20), el compuesto Cu(LIG-Ala)(H.0)
presenta un espectro EPR de anisotropia axial tanto en estado solido como en
solucion. En solucién, se observan las cuatro lineas hiperfinas (marcadas con
asterisco) con valores de constante giromagnética g, mostradas en la tabla 16, que
siguen la misma tendencia observada en el complejo de Cu-LIG-Gly. Por tanto, se
concluye que el cobre(ll) presenta el mismo entorno en ambos complejos, el cual es

consistente con las tres posibles geometrias antes mencionadas.

8.2.3.4. Espectroscopia Ultravioleta — Visible

Se midieron los espectros UV-Vis en DMSO del ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinil-
metilen)glicina (LIG-Gly), y sus respectivos complejos de Zn(ll) y Cu(ll) para analizar el
efecto de la complejacion sobre las bandas de absorcion. Con el objetivo de
determinar el coeficiente de absortividad molar de las diferentes bandas presentes en
cada uno de estos espectros, fue necesario realizar una serie de mediciones a
diferentes concentraciones en un rango apropiado. En anexo 10.3 se muestran los
espectros UV-Vis medidos a diferentes concentraciones del ligando y sus respectivos
complejos, mientras que en el anexo 10.4 se muestra un ejemplo de calculo del valor
de absortividad molar (¢) para el complejo acua[N-(7-0xido-8-cumarinilmetilen)-

glicinato]cobre(ll).

Los espectros ultravioleta-visible del ligando LIG-Gly y sus complejos de cobre y cinc
se muestran, de modo comparativo, en la figura 32. En la tabla 17 se presentan las
longitudes de onda de los maximos de absorcién en cada uno de ellos con sus

respectivos valores de absortividad molar.

Tabla 17. Maximos de absorbancia y coeficientes de absortividad molar del ligando
LIG-Gly, sus respectivos complejos de cobre y cinc, y los complejos de cobre y cinc

con el ligando LIG-Ala

Compuesto A (g, L molt cm™)

LIG-Gly 291 nm (11443) | 349 nm (12805) | 364 nm (10674) | 421 nm (3899) }
Zn-LIG-Gly | 272 nm (16775) | 355 nm (32984) | 369 nm (32590) - -
Cu-LIG-Gly | 267 nm (24688) | 351 nm (33248) | 369 nm (28939) - 682 nm (114)
Zn-LIG-Ala | 272 nm (10000) | 355 nm (18914) | 369 nm (18553) - -
Cu-LIG-Ala | 266 nm (12594) | 351 nm (16653) | 369 nm (14357) - 678 nm (106)
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Fig 32: Espectros UV-Vis del N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen]glicina
y sus respectivos complejos de cinc y cobre

En el caso del ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina se observan tres bandas
de absorcion a 291, 349 y 364 nm en DMSO, las cuales de acuerdo a sus altos valores
de absortividad molar, pueden ser relacionadas a transiciones 1 - * de la cumarina®.
Se observa, ademas, una cuarta banda de absorcion a 421 nm cuyo valor
relativamente alto de coeficiente de absortividad molar permite asignarla a una
transicion - m* que involucra al grupo imino y al anillo cumarinico por un efecto de

resonancia®® o1,

Al formarse el complejo de coordinacién, tanto con cinc(ll) como con cobre(ll), se
observan desplazamientos en las bandas asociadas a las transiciones 1 - " de la
cumarina respecto a aquellas presentes en el ligando, lo cual indica un cambio en los
niveles relativos de energia de los orbitales moleculares 1 y 1 como consecuencia de
la complejacién al metal. Asimismo, se aprecia un aumento considerable de la
absortividad molar de las bandas de absorciéon ubicadas entre 345 y 375 nm que
podria deberse a un solapamiento de las transiciones 1 - 1" intramoleculares del

ligando con fuertes bandas de transferencia de carga del ligando hacia el metal.

Asimismo, la banda a 421 nm en el ligando, que fue asignada a una transicion m - *
gue involucra al grupo imino y al anillo cumarinico, no es observable en sus

correspondientes complejos. Esto se podria atribuir al aumento de energia en la
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transicion 1 - mT* por estabilizacion del OM enlazante del grupo imino como
consecuencia de su coordinacién al metal, lo que causaria un desplazamiento
hipsocromico de dicha banda, la que ahora se encontraria encubierta por las
absorciones que aparecen alrededor 355 y 369 nm en los complejos.

En lo que respecta a los complejos de cobre(ll) y cinc(ll) con el ligando tipo base de
Schiff analogo, que resulta de la condensacién de 8-formil-7-hidroxicumarina con
alanina en lugar de glicina, la figura 33 muestra una comparacion de los espectros

UV-Vis de dichos complejos con aquellos del ligando LIG-Gly.

1.0 4

— Zn-LIG-Gly (20.7 uM)
— Zn-LIG-Ala (36.6 uM)
— Cu-LIG-Gly (24.8 uM)
Cu-LIG-Ala (49.8 uM)

0.8 +

06

Absorbancia

0.4 -
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0.0 y T T T T T T —T 1
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Figura 33. Espectros UV-Vis de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con los ligandos
tipo base de Schiff LIG-Gly y LIG-Ala

Se puede apreciar la gran similitud tanto en el patrén como posicién de las bandas de
absorcion de los complejos Zn(LIG-Ala)(H20) y Cu(LIG-Ala)(H.O) con aquellos
Zn(LIG-Gly)(H20) y Cu(LIG-Gly)(H20), lo que sugiere que podrian mostrar una

estructura similar en solucién de DMSO.

Una caracteristica particular de los complejos de cobre(ll), es la presencia de una
banda de absorcién en la region del rojo del espectro visible, entre 675y 685 nm, la
que les confiere una tonalidad verdosa. Esta banda posee un coeficiente de
absortividad molar muy bajo, lo que es propio para una transicion d - d del centro

metalico prohibida por la regla de Laporte.
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8.2.3.5. Fluorescencia

Los complejos acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll) y acua[N-(7-6xido-
8-cumarinilmetilen)glicinato]cobre(ll) fueron preparados in situ para la medicién de sus
espectros de emision fluorescente mezclando soluciones del ligando y el metal en
DMF, en una relacion molar 1:1 y a temperatura ambiente. A partir de la informacion
obtenida de los espectros de absorcion UV-Vis de los complejos de cinc y cobre se
seleccion6é una longitud de onda de excitacion de 369 nm, la cual condujo a un

maximo de emision para el complejo de cinc(ll).

En el espectro mostrado en la figura 34 se aprecia que la complejacion al cinc(ll)
aumenta considerablemente la intensidad de la emisién fluorescente respecto a
aquella del ligando libre (aproximadamente 6 veces), mientras que, por el contrario, la

unioén al cobre(ll) la inhibe drasticamente.
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Figura 34. Comparacion de los espectros de emision del ligando LIG-Gly y sus
respectivos complejos de cobre(ll) y cinc(ll) medidos a una concentracién de 10 uM en

DMF y a temperatura ambiente.
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El aumento en la intensidad de la fluorescencia del complejo de cinc(ll) puede ser
explicado por la inhibicibn del mecanismo PET (Photoinduced Electron Transfer)
presente en el ligando y la consiguiente generacion del mecanismo CHEF
(Chelation-enhanced fluorescence) al formarse el complejo de cinc®.

Cuando el fluoréforo cumarinico es excitado, los electrones del par libre del nitrégeno
imino se encuentran en un orbital ubicado entre el HOMO y el LUMO del fluoréforo. De
esta manera, en lugar de que los electrones excitados regresen al estado fundamental
emitiendo radiacion fluorescente, un electron del nitrogeno ingresa al HOMO semilleno
y genera una drastica disminucion de la fluorescencia de la cumarina. Este proceso de
desactivaciéon no radiante es conocido como mecanismo PET (figura 35.b) y esta
asociado a la presencia del par libre del nitrégeno imino en la base de Schiff derivada
del fluoréforo cumarinico. Al coordinar dicho par libre al Zn?*, el orbital del par libre del
nitrégeno se estabiliza por efecto de la coordinacion al metal y, de esta manera, la
fluorescencia es restablecida por inhibicion del mecanismo PET. Este proceso de
aumento de fluorescencia del complejo de cinc(ll) respecto al ligando libre es conocido

como mecanismo CHEF (figura 35.¢)%.

Por otro lado, la complejacién de un ion paramagnético, en este caso el Cu?*, a un
fluoréforo suprime la emision fluorescente. La presencia del electron no apareado en
un orbital d del ion metdlico genera un rapido decaimiento no radiante por
transferencia electronica (eT) o transferencia de energia (ET). Este dltimo mecanismo,
mostrado en la figura35.a, tiene lugar cuando el fluoréforo excitado transfiere el
electrén que ha sido promovido al LUMO hacia el orbital d semilleno del metal y este,
a su vez, transfiere uno de los electrones de su nivel completo a menor energia hacia
el HOMO del fluoréforo. Por ultimo, ocurre una estabilizacion del metal excitado. Este
proceso de transferencia de energia es uno de los mecanismos responsables de la
ausencia de emision fluorescente por metales de transicion con orbitales d

parcialmente llenos® 4,

El desplazamiento de Stokes obtenido para el complejo de cinc(ll) fue de 80nm
(figura 36); este valor, aunque moderado, resulta suficiente para que no exista un
solapamiento significativo entre la banda de excitacion y emisién. De esta manera, es
posible utilizar el método de Job para determinar la estequiometria del complejo de

cinc(ll) en solucion.
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Figura 35. Mecanismos de los procesos CHEF, PET y eT que tienen lugar en el
complejo de Zn(LIG-Gly)(H20), en el ligando libre LIG-Gly y en el complejo de
Cu(LI-Gly)(H20) respectivamente. (Adaptado de ref. 92)
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Figura 36. Desplazamiento de Stokes del complejo Zn(LIG-Gly)(H20)

El método de Job se basa en la medicién de fluorescencia de una serie de soluciones

donde la relacion molar de los dos reactantes (ligando y metal) varian, pero la suma de

sus concentraciones molares permanece constante®. Este método, conocido también

como método de variacion continua, permite hallar la estequiometria de un complejo

obtenido in situ en solucion. La tabla 18 muestra

los datos empleados para la

construccion de la gréfica de Job a una longitud de onda de emision de 449 nm.

Tabla 18. Determinacion de la composicién estequiométrica del complejo Zn(LIG-

Gly)(H20). La mezcla final fue diluida con DMF en una celda de 3 mL de capacidad.

Relacién* | Alicuota de solucién stock | Concentracién al diluirenla | ot Flyores. Aass
celda de 3mL

0 600 uL LIG-Gly 20uM LIG-Gly 197.2466
0.1 540 ul LIG-Gly + 60 uL Zn* 18 uM LIG-Gly + 2 uM Zn?* 254.7227
0.2 480 ulL LIG-Gly + 120 uL Zn?* 16 uM LIG-Gly + 4 uM Zn?* 330.6635
0.3 420 ul LIG-Gly + 180 uL Zn?* 14 uM LIG-Gly + 6 uM Zn?* 400.2909
0.4 360 ul LIG-Gly + 240 uL Zn* 12 uM LIG-Gly + 8 uM Zn?* 449.0741
0.5 300 ul LIG-Gly + 300 uL Zn** | 10 uM LIG-Gly + 10 uM Zn?* 443.9968
0.6 240 uL LIG-Gly + 360 uL Zn* 8 UM LIG-Gly + 12 uM Zn?* 393.0223
0.7 180 uL LIG-Gly + 420 uL Zn?* 6 uM LIG-Gly + 12 uM Zn%* 324.8388
0.8 120 uL LIG-Gly + 480 uL Zn?* 4 uM LIG-Gly + 16 uM Zn?* 234.5304
0.9 60 uL LIG-Gly + 540 uL Zn* 2 UM LIG-Gly + 18 uM Zn%* 132.7973

1 600 ulL Zn** 20uM Zn* 2.6825

*Relacién = [Zn?*] / ([LIG-Gly] + [Zn?*])
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La gréfica obtenida a partir de los datos obtenidos en la tabla 18 es mostrada en la
figura 37. Manteniendo una concentracion total de 20 uM y cambiando la relacién
metal/(ligando+metal) de 0 a 0,9, se observa que el maximo de fluorescencia es
obtenido a una relacion molar igual a 0.47 muy cercana al valor teérico 0.5 esperado
para un complejo con una estequiometria 1:1 ligando/metal.
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Figura 37. Gréfica de Job del complejo Zn(LIG-Gly)(H2.0), donde la intensidad de
fluorescencia se grafica en funcion de la relacién molar [metal] / ([ligando]+[metal])

manteniendo una concentracion total de 20uM en DMF.

8.2.3.6. Analisis Termogravimétrico

El analisis por termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido (TG/DSC) se
realizé solamente para el complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll)
debido a que el equipo utilizado del Laboratorio de Materiales de la Seccion de
Ingenieria Mecénica presentd fallas técnicas no resueltas hasta la fecha de
presentacion de esta tesis. La medicion se llevo a cabo en el rango de 25 a 750°C en
atmosfera de aire a una velocidad de 10K/min utilizando crisol de alimina. En la

figura 38 se presenta el termograma del complejo Zn(LIG-Gly)(H20).

En el termograma mostrado se observa una primera pérdida de masa de 2.90% que
se encuentra asociada a un pico endotérmico en el DSC a 73.1°C; dicha temperatura
indica eliminacion de agua de cristalizacion. Un segundo pico endotérmico que
aparece a 263.8°C se asocia a una pérdida de peso de 5.22%, valor cercano al que
corresponderia la liberaciéon de una molécula de agua de coordinaciéon en el complejo
Zn(LIG-Gly)(H20) considerando una relacion 1:1 ligando/metal (5.48%).
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La ultima etapa de la descomposicion térmica del complejo que corresponde a la
combustién del ligando se da entre aproximadamente 300 y 480°C y se halla vinculada
a una intensa sefial exotérmica en la curva de calorimetria diferencial de barrido. El
porcentaje de pérdida asociado es de 66.26%, valor inferior al te6ricamente calculado
(74.62%). Sin embargo, la masa residual observada de 25.68% que corresponde al
ZnO resulta muy cercana al valor teérico esperado (24.77%).
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Figura 38. TG/DSC del complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll)

8.2.3.7. Absorcién Atémicay Analisis Elemental

Para la determinacion del porcentaje de cinc(ll) y cobre(ll) se utilizé la espectroscopia
de absorcién atémica, mientras que el analisis elemental permitié hallar el contenido
de carbono, nitrégeno e hidrégeno en los complejos sintetizados. En la tabla 19 se
presentan los porcentajes de carbono, nitrégeno e hidrégeno asi como el contenido de
metal obtenidos por la técnica de analisis elemental y absorcibn atémica
respectivamente. En el anexo 10.5 y 10.6 se muestran los valores obtenidos por

triplicado o duplicado de las técnicas empleadas en este acapite.

Al observar los porcentajes determinados por andlisis elemental reportados en la
tabla 19, tomando en cuenta los dos valores mas cercanos, se aprecia que la mejor
concordancia entre los valores experimentales y los calculados tedricamente para una
composicion ligando/metal/agua 1:1:1 se da en todos los casos para el contenido de
nitrégeno. El porcentaje de carbono concuerda bien con el teérico en caso de los
complejos Zn(LIG-Gly)(H20) y Cu(LIG-Gly)(H20), mientras que en caso del Zn(LIG-
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Ala)(H20) y Cu(LIG-Ala)(H20), se observa una considerable desviacion. Asimismo, los
porcentajes de hidrégeno con excepcion del Zn(LIG-Ala)(H20) y Cu(LIG-Ala)(H20)
tienden a ser notoriamente mas altos que lo calculado para dicha composicién. En lo
que respecta al contenido de metal determinado por AAS, se encuentra esta misma

tendencia.

Tabla 19. Contenido de C, Hy N y de metal para una composicion M(LIG)(H-0)

Compuesto Férmula %C tedrico %N tedrico %H tedrico %Metal tedrico
Molecular %C exp. %N exp. %H exp. %Metal exp.

C1206NHaZn 43.86% 4.26% 2.76% 19.90%

Zn(LIG-Gly)(Hz0) 328,585 g/mol 43.54% 4.51% 1.84% 18.71%
A=0.32 A=0.25 A=0.92 A=1.19

C1,06NHsCU 44.11% 4.29% 2.78% 19.45%

Cu(LIG-Gly)(H20) 326.751 g/mol 44.08% 4.56% 2.01% 18.28%
A=0.03 A=0.27 A=0.77 A=1.17

Cra0sNH11ZN 45.57% 4.09% 3.24% 19.08%

Zn(LIG-Ala)(H20) 342,612 g/mol 42.12% 4.14% 2.85% 18.04%
A=3.45 A =0.05 A=0.39 A=1.04

Cr:0sNHLCU 45.81% 4.11% 3.25% 18.64%

Cu(LIG-Ala)(H20) 340.778 g/mol 43.97% 4.10% 3.07% 17.60%
A=1.84 A=0.01 A=0.18 A=1.04

Por otro lado, teniendo en cuenta el analisis termogravimétrico realizado para el
complejo Zn(LIG-Gly)(H20), el cual muestra la presencia de agua de cristalizacion, se
han recalculado los valores tedricos considerando esta posibilidad en todos los
complejos (tabla 20). En caso del complejo antes mencionado, el porcentaje de
pérdida de masa de agua de cristalizacion en el respectivo termograma indicaria un
contenido de agua de cristalizacién que corresponde a aproximadamente la mitad del

agua de coordinacién, de donde resulta la composicion C1206NH9Zn.0.5H,0.

Tabla 20. Contenido de C, Hy N y de metal para una composicion M(LIG)(H-0).XH.O

; %C tedrico %N tedrico %H tedrico | %Metal teérico
Compuesto Formula Molecular
%C exp. %N exp. %H exp. %Metal exp.
42.69% 4.15% 2.99% 19.37%
IniG-alyro) | C12OeNHeZn0.5H0 43.54% 4.51% 1.84% 18.71%
337.593 g/mol A=0.85 A=0.36 A=115 A=0.66
42.93% 4.17% 3.00% 18.93%
CuUGGly)ro) | C12OeNHeCU.0.5Hz0 44.08% 4.56% 2.01% 18.28%
335.760 g/mol A=1.15 A=0.39 A=0.99 A=0.65
42.24% 3.79% 3.82% 17.69%
IncAlaHo) | C0eNH1ZN1.5H0 42.12% 4.14% 2.85% 18.04%
369.634 g/mol A=0.12 A=0.35 A=097 A=0.35
44.64% 4.00% 3.46% 18.17%
CuLiG-alayoy | CHONHUCU0SH0 | )0 oo 4.10% 3.07% 17.60%
349.786 g/mol A=0.67 A=0.10 A=0.39 A=057
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En la tabla 20, al incluir agua de cristalizacion, se observa una disminuciéon en los
valores recalculados del porcentaje de metal que lo aproximan al experimental.
Asimismo, la disminucién en el %C en el caso de los complejos Zn(LIG-Ala)(H20) y
Cu(LIG-Ala)(H-0) también resulta favorable, mientras que como era de esperar los %H
se incrementan. Finalmente, se observa que los %N, aunque se incrementan, no

sufren una mayor variacion.
8.2.3.8. Conductimetria

La aplicacion de esta técnica electroanalitica proporciona informacion importante sobre
la naturaleza i6nica o neutra de los complejos de coordinacion en solucién. En la
tabla 21 se reportan los resultados obtenidos para los complejos de cobre(ll) y cinc(Il)

sintetizados a una concentracion 1 mM en DMSO.

Tabla 21. Conductividad de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con los ligandos
LIG-Gly y LIG-Ala

Compuesto Conducti\{idad
(uS cm?)

H,0O desionizada 3.80

DMSO 0.40
Zn(LIG-Gly)(H-0) 1.00
Cu(LIG-Gly)(H.0) 0.40
Zn(LIG-Ala)(H,0) 0.80
Cu(LIG-Gly)(H20) 0.70

Como se observa en la tabla 21, las medidas conductimétricas de los cuatro
complejos en solucion en DMSO no indican un cambio significativo de conductividad
respecto al solvente puro; por lo tanto, se puede concluir que los compuestos son
neutros. Estos datos son congruentes con la férmula asignada a partir de las técnicas

analiticas descritas anteriormente.
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8.2.3.9. Estudios Electroquimicos

Los estudios de voltamperometria ciclica fueron realizados con el propdsito de
encontrar el potencial redox de los complejos de cobre(ll) sintetizados. Estos valores
pueden ser relacionados con una posible actividad antitumoral de los complejos
sintetizados mediante un mecanismo de produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS).

8.2.3.9.1. Voltamperometria ciclicla de Zn(LIG-Gly)(H-O) y Cu(LIG-Gly)(H-0)

La figura 39.a muestra la respuesta voltamperométrica del compuesto
Zn(LIG-Gly)(H20) en DMSO utilizando TBABF, como electrolito soporte. En la gréfica
se aprecia que solo existe un proceso de reduccién (pico catddico Ic) con un
Epnc(l) = -2.3413 V vs Fc-Fc™, el cual se puede asociar al ligando ya que es la especie
electroactiva en el complejo de cinc(ll). Al realizar el mismo estudio en direccion
anddica (figura 39.b) se obtienen las mismas sefales; por lo tanto, la ausencia de un
pico de redisolucion de cinc metalico Zn ->Zn(ll) + 2e” sugiere que los procesos redox

estan asociados al ligante.
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Figura 39. Voltamperograma ciclico de 1 x 10 M de Zn(LIG-Gly)(H.0O) en DMSO y en
presencia de 0.1 M de TBABF.. El barrido de potencial se inici6 desde potencial de
circuito abierto (Eocp) €n sentido catddico (a) y en sentido anddico (b). Se utilizé carbon

vitreo como elecrodo de trabajo.

El mecanismo propuesto para el proceso de reduccién relacionado al ligando
cumarinico es mostrado en la figura 40. Como se observa en la figura, la adicién de
un electron conduce a la formacion de un radical anion 2, el cual sufre una posterior
protonacion por moléculas de agua que se encuentran como impurezas en el solvente
DMSO vy se llega a formar el radical 3. Luego, este radical sufre un autoacoplamiento

para dar el hidrodimero 4, cuya formacién ha sido confiimada mediante la
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determinacién de su estructura cristalina por Pasciak y colaboradores®. Sin embargo,
se debe sefialar que en solucion existe la posibilidad que el compuesto 5 también

pueda formarse.

w
|

Figura 40. Mecanismo propuesto para la reduccion electroquimica del compuesto
Zn(LIG-Gly)(H20). La estructura ciclica B representa la parte de complejacion que no

esta involucrada en el proceso redox. (Adaptado de ref. 96).
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La respuesta voltamperométrica del complejo de cinc(ll), metal que en este estudio ha
mostrado un comportamiento redox inerte, sera utilizado como referente del
comportamiento del ligando libre y ayudar4d a esclarecer los procesos redox

relacionados Unicamente al metal en los correspondientes complejos de cobre.

El voltamperograma del complejo Cu(LIG-Gly)(H.O) mostrado en la figura 41.a,
presenta un proceso de reduccion Ic con un valor de Epc(l) = -1.2258 V vs Fc-Fc™ y
cuatro sefiales de oxidacion la, lla, Illa'y 1Vacon valores de Epa(l) =-1.1143 V vs Fc-
Fc*, Epa(ll) = -1.5446 V vs Fc-Fc*, Ep(lll) = -0.6928 V vs Fc-Fc' vy
Epa(1V) = -0.2994 V vs Fc-Fc*. Realizando una comparacion entre el voltamperograma
ciclico en sentido catddico (figura 3.a) y anddico (figura 3.b) se observa que el pico
anaodico IVVa no se encuentra presente en ambas gréaficas; por lo tanto, se podria inferir
gue este pico probablemente sea originado por la oxidacién de un producto secundario
formado en el proceso de reduccién.

i (WA)
i (uA)

Ic —— 100 mV/s 2 Ic —— 100 mV/s

T T T T T T T '10 T T T T T T T
25 20 -5 10 05 0.0 0.5 25 20 15 -0 D5 0.0 0.5

E (V) vs Fc-Fc* E (V) vs Fe-Fc*

Figura 41. Voltamperograma ciclico de 1 x 103 M de Cu(LIG-Gly)(H.0) en DMSO y en
presencia de 0.1 M de TBABF.. El barrido de potencial se inicié6 desde Eocp €n sentido
catédico (a) y en sentido anddico (b). Se utilizé carbén vitreo como elecrodo de

trabajo.

Con la finalidad de profundizar sobre la dependencia del metal de los procesos redox
en este complejo, se obtuvieron diferentes voltamperogramas con inversiones de
potenciales E.\ en sentido catddico, los cuales son mostrados en la figura 42. En
dicha figura se observa la dependencia del proceso Ic con el la, los que se encuentran
asociados a la reduccion del Cu(ll) y oxidacion del Cu(l) respectivamente. El
comportamiento redox de este metal constituye justamente el objetivo de este estudio

electroquimico.

Proceso | Cu(i) + 1& — Cu(l) Ei2 =-1.1700 V vs Fc-Fc*
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Figura 42. Voltamperograma ciclico de 1 x 10 M de Cu(LIG-Gly)(H.0) en DMSO y en
presencia de 0.1 M de TBABF, utilizando inversién de E., en sentido catédico a una

velocidad de barrido de 100mV/s. Se utilizé carbén vitreo como electrodo de trabajo.

Este estudio de inversién permite apreciar también que los procesos llay lllay IVa
no se encuentran asociados al pico catédico Ic asociado a la reduccién del cobre(ll).
En cambio, estos procesos podrian estar asociados mas bien a una redisolucion del
[Cu-LIG-Gly]* adsorbido en el electrodo o a productos de la reduccion del ligante; no
obstante, estos estudios no seran profundizados, dado que no responden al enfoque

de este trabajo.

Por dltimo, se estudid la respuesta voltamperométrica del proceso | a diferentes
velocidades de barrido como se muestra en la figura 43. Esta gréfica puede ser
relacionada a una respuesta de un sistema cuasi-reversible para el complejo de
Cu(LIG-Gly)(H20).
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304 — 1500 mV/s

-204
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E (V) vs Fc-Fc*
Figura 43. Voltamperograma ciclico de 1 x 102 M de Cu(LIG-Gly)(H.O) en DMSO y en
presencia de 0.1 M de TBABF. a diferentes velocidades de barrido. Se utilizé carbén

vitreo como elecrodo de trabajo.
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8.2.3.9.2. Voltamperometria ciclicla de Zn(LIG-Ala)(H20) y Cu(LIG-Ala)(H:0)

La figura 44 muestra la respuesta voltamperométrica del compuesto
Zn(LIG-Ala)(H2.0) en DMSO utilizando TBABF, como electrolito soporte. La grafica es
muy similar al obtenido con el compuesto Zn(LIG-Gly)(H2O); por lo tanto, conlleva a la

misma interpretacion. El pico catédico Ic presenta un Eyc(l) = -2.3522 V vs Fc-Fc*.

Figura 44. Voltamperograma ciclico de
1 x 10% M de Zn(LIG-Ala)(H20) en
DMSO y en presencia de 0.1 M de

TBABF,. El barrido de potencial se inici6é

i (MA)

desde E.p en sentido catédico. Se

utilizé carbon vitreo como elecrodo de

. . . . . trabajo.
-25 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

E (V) vs Fe-Fc©

Por otro lado, la figura 45 muestra la respuesta voltamperométrica del compuesto
Cu(LIG-Ala)(H20) utillizando un barrido de potencial en sentido catddico y anddico.
Estas dos gréficas presentan las mismas sefiales de oxidacion y reduccion. El Unico
pico de reduccion Ic presenta un Eyc(l) = -1.2473 V vs Fc-Fc*, mientras que los picos
de oxidacion la, lla, llla y IVa presentan Epa(l) = -1.0922 V vs Fc-Fc*, Epa(ll) =
-1.6745 V vs Fc-Fc*, Epa(lll) =-0.6242 V vs Fc-Fc* y Epa(IV) =-0.3082 V vs Fc-Fc™.

— 2 —
g g ol
Z 04 g
24 2]
4 47
|
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] Ic ) Ic ——100mVis
-10 T T T T T T T -10 T T T T T T T
-2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 05 ’ 2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 00 05
E (V) vs Fe-F¢* E (V) vs Fc-F¢*

Figura 45. Voltamperograma ciclico de 1 x 10° M de Cu(LIG-Ala)(H.0O) en DMSO y en
presencia de 0.1 M de TBABF.. El barrido de potencial se inici6 desde Eocp en sentido
catédico (a) y en sentido anddico (b). Se utilizé carbdn vitreo como elecrodo de
trabajo.
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Se realizaron también mediciones de voltamperometria ciclica con inversiones de
potencial para el complejo Cu(LIG-Ala)(H20) (figura 46), determinando asi la
dependencia del proceso Ic con el la, los que, por tanto, pueden ser asociados al

proceso de reduccion y oxidacion del metal respectivamente

Proceso | Cu(il) + 1&& — Cu(l) Ei2 =-1.1697 V vs Fc-Fc*

10 H
8]
°] Figura 46. Voltamperograma ciclico de
1 x 10° M de Cu(LIG-Ala)(H20) en
DMSO y en presencia de 0.1 M de

TBABF; utilizando inversién E. en

i (WA)

sentido catédico a una velocidad de

Ic barrido de 100 mV/s. Se utilizé carbén

'10 T T T T T T T 1 ”’ -
25 20 -5 -0 05 00 05 10 Vvitreo como elecrodo de trabajo.

E (V) vs Fc-Fc*

A semejanza de lo que se encontré para el complejo Cu(LIG-Gly)(H-20), los picos lla,
Illa y IVa no se encuentran asociados al tnico proceso de reduccion y, como en dicho
caso, podrian relacionarse a una redisolucion del [Cu-LIG-Gly]* adsorbido en el
electrodo o a productos de la reduccion del ligante.

Por dltimo, se estudio la respuesta voltamperometrica del proceso | a diferentes
velocidades de barrido. El resultado mostrado en la figura 47 puede ser asociado a un

sistema cuasi-reversible para el complejo Cu(LIG-Ala)(H20).

204

Figura 47. Voltamperograma ciclico de 1
x 10° M de Cu(LIG-Ala)(H20) en DMSO
y en presencia de 0.1 M de TBABF,4 a
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500 mV/s
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30 . . . . trabajo.
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Un aspecto interesante en el estudio del comportamiento electroquimico de los
complejos de cobre con los ligandos base de Schiff cumarinicas analogos derivados
de la glicina y alanina, es el hallazgo de que el potencial redox Cu(ll)/Cu(l) en ambos

casos resulta practicamente idéntico. Esto ultimo, permite reforzar la propuesta
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realizada a partir de la informacion espectroscopica y analitica antes discutida,

respecto a que ambos complejos presentan una misma esfera de coordinacion.
8.2.3.9.3. Potencial Redox y su relacion con la superoxido dismutasa (SOD)

El cobre(ll) en un ambiente hipéxico como el que se encuentra en las células
cancerigenas puede generar especies reactivas de oxigeno; sin embargo, también
existe la posibilidad de que los complejos de cobre(ll) sintetizados puedan imitar la

funcion de la superéxido dismutasa (SOD) y actuar como agentes antioxidantes®’.

Ortiz-Frade y colaboradores® han desarrollado un nuevo método electroquimico para
determinar si un complejo de cobre(ll) puede actuar o no como antioxidante por un
mecanismo similar a la superéxido dismutasa y, en caso favorable, resulte de interés
para una posterior evaluacion bioldgica relacionada a dicha actividad. En el estudio se
demostré que complejos con valores de potencial de media onda muy negativos para
el proceso Cu(ll)/Cu(l) muestran un incremento de la corriente para la reducciéon del
oxigeno y favorecen el mecanismo de dismutacidn electroquimica (DISP) del ion

superéxido mostrado en la siguiente ecuacion:
205 + 2H*—> H,0, + 0,

Esta reaccibn es promovida por especies electrogeneradas de Cu(l) en
dimetilsulféxido, de ahi la importancia de evaluar el potencial redox de los complejos
de cobre sintetizados en dicho medio.

Los valores de potencial redox Cu(ll)/Cu(l) obtenidos por volamperometria ciclica para

ambos complejos de cobre(ll) sintetizados son mostrados en la tabla 22.

Tabla 22. Potencial de media onda de los complejos sintetizados

Proceso Ei/2 (V) vs Fc-Fc*
Cu(LIG-Gly)(H20) |Cu(ll)+1 e -> Cu(l) -1.1700
Cu(LIG-Ala)(H20) |Cu(ll)+1 e -> Cu(l) -1.1679

Se observa que los complejos de Cu(ll) con los ligandos LIG-Gly y LIG-Ala presentan
un muy bajo potencial de media onda en solucion de DMSO respecto a otros
complejos de cobre y, por tanto, resultan ser buenos candidatos para ser evaluados
como agentes que mimetizan la accién de la superéxido dismutasa®. Esto, a su vez,
aumenta el interés para una posterior evaluacion de estos compuestos como

potenciales agentes antitumorales.
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8.3. PROPUESTA ESTRUCTURAL

En primer lugar, se hara una revision de los resultados obtenidos por las técnicas de
fluorescencia, termogravimetria, absorcién atémica y andlisis elemental, los cuales

permitiran proponer la composicion de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) sintetizados.

El hecho que la coordinacion al cinc(ll) aumente considerablemente la intensidad de la
emisiéon  fluorescente en el complejo acua[N-(7-6xido-8-cumarinilmetilen)-
glicinato]cinc(ll) respecto a aquella en el ligando libre, permitié aplicar el método de
Job por fluorescencia para determinar la relacibn molar ligando/metal en dicho
complejo. El valor 0.47 obtenido de la gréfica de intensidad de fluorescencia vs
[metal]/([ligando]+[metal]) resultdé muy préximo al tedrico de 0.5 esperado para una
relacion molar 1:1 ligando/metal en solucién. Este método no se pudo aplicar en el
caso del complejo de cinc(ll) analogo con la base de Schiff derivada de la alanina,
dado que no se contaba con el ligando libre. Por otra parte, en ambos complejos de
cobre(ll) tampoco se pudo aplicar este método, puesto que la configuracion d°® del

cobre(ll) genera un rapido decaimiento no radiante que suprime la fluorescencia.

La relacion molar ligando/metal 1:1 hallada en solucion para el complejo acua[N-(7-
oxido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll) concuerda con el resultado del andlisis
termogravimétrico que evidencia la presencia de un Unico ligando organico en este
complejo en estado sdlido. Ademas, dicho analisis indica que la esfera de coordinacién
se completa con una molécula de agua y que la composicion del complejo en estado

sélido incluiria 0,5 H.O de cristalizacion.

A partir de estos resultados, se propone la composiciéon Zn(LIG-Gly)(H20).0,5H,0 para
el complejo en cuestion, la cual concuerda dentro de un margen razonable con los
resultados del contenido de cinc(ll), carbono, nitrégeno e hidrégeno determinados por
las técnicas de absorcion atémica y andlisis elemental respectivamente para dicha

composicion.

En lo que respecta a la composicion de los tres complejos restantes, los resultados del
andlisis elemental y absorcion atdbmica muestran una concordancia razonable con la
composiciéon Zn(LIG-Ala)(H20).1,5H,0 para el complejo de cinc(ll) con la base de
Schiff analoga de la alanina y con las composiciones Cu(LIG-Gly)(H2.0).0,5H,0 y
Cu(LIG-Ala)(H20).0,5H,0 para ambos complejos de cobre.

A continuacion, se debe establecer el modo de coordinacibn mas probable de ambas

bases de Schiff utilizadas como ligandos. Con este fin se revisara la informacién
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obtenida por las técnicas espectroscépicas ultravioleta-visible e infrarroja para los
complejos de ambos metales, asi como la de resonancia magnética nuclear para los
complejos de cinc(ll) y la de resonancia paramagnética electronica para los complejos
de cobre(ll).

En los espectros UV-Vis de los complejos de Zn(LIG-Gly)(H20) y Cu(LIG-Gly)(H20) se
observan desplazamientos en las bandas asignadas a las transiciones 1 - m* del anillo
cumarinico, respecto al correspondiente ligando. Estos cambios en la posicién de las
bandas asi como un notorio aumento en su intensidad, son consistentes con la
coordinacion de esta base de Schiff al metal. Asimismo, fue posible relacionar el
desplazamiento hipsocromico de la transicion 1T - T que involucra al grupo imino con

una coordinacién del grupo C=N al metal.

Por otra parte, la gran similitud, tanto en el patrén como en la posicién de las bandas
de absorcion, de los espectros UV-Vis en solucion en DMSO de los complejos antes
mencionados con los correspondientes complejos de Zn(ll) y Cu(ll) coordinados a la
base de Schiff analoga con alanina en vez de glicina, indicarian una misma estructura
para aquellos con el mismo centro metélico. Cabe mencionar ademas que con
excepcion de un leve corrimiento hipsocrémico de las bandas de absorcion en los
complejos de cobre(ll) respecto a los de cinc(ll), los cuatro complejos comparten un
mismo perfil en el UV-Vis.

En lo que concierne a la espectroscopia infrarroja, esta aporta informacion relevante
respecto a la participacion de los grupos imino y carboxilato en la coordinacion. En los
complejos Zn(LIG-Gly)(H.0O) y Cu(LIG-Gly)(H.O) se observa, en primer lugar, un
corrimiento considerable de la banda v¢_y hacia menores frecuencias respecto al
ligando, lo que evidencia su coordinacién al centro metalico. Esto concuerda con la
coordinacién de este grupo al metal propuesta a partir del UV-Vis. Asimismo, en
ambos casos se observa la desaparicion de la banda v¢-q del grupo carboxilico del
ligando y la aparicion en su lugar de las bandas caracteristicas de las vibraciones de
estiramiento asimétrica y simétrica del grupo carboxilato, lo que a su vez constituye
evidencia de la coordinacion de este ultimo al metal. Por otra parte, al comparar estos
complejos con los complejos formados por la base de Schiff analoga con alanina en
vez de glicina, es posible apreciar un patrén espectroscépico comun. Las bandas de
absorcién asignadas a los grupos imino y carboxilato en los cuatro complejos
aparecen en un rango similar, lo que indicaria la coordinacién de estos grupos al

centro metalico en todos ellos.
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Por otro lado, el hecho que los complejos Zn(LIG-Gly)(H20) y Cu(LIG-Gly)(H20) no
dependan de la naturaleza del contraion de la sal utilizada como fuente del metal,
permite concluir que este Ultimo no forma parte de la composicién de dichos complejos
y resulta consistente con la informacion del TG/DSC y las otras técnicas analiticas, en
el sentido que la cuarta posicién de coordinacion es ocupada por una molécula de
agua. Asimismo, esta propuesta resulta consistente con los datos analiticos obtenidos
para los complejos Zn(LIG-Ala)(H20) y Cu(LIG-Ala)(H20).

En caso del complejo Zn(LIG-Gly)(H20) el espectro *H-RMN muestra la desaparicion
de la sefial OH-fendlico que aparece en aquel del ligando, lo que es consistente con la
desprotonacion de dicho grupo y su consiguiente coordinacién al metal. Esta
desprotonacion enriquece al anillo cumarinico en densidad electronica respecto al
ligando y explica el desplazamiento hacia campo alto de los protones arométicos.
Asimismo, se observa un fuerte desplazamiento hacia campo alto del CH.-glicina
como consecuencia del aumento del poder donador del grupo fenolato y la
disminucién del poder aceptor del grupo carboxilato respecto a aquellos fendlico y
carboxilico del ligando. En lo que respecta al complejo de cinc(ll) con el ligando
analogo derivado de la alanina, su espectro 'H-RMN resulta practicamente idéntico a
aquel Zn(LIG-Gly)(H20), salvo por la desaparicion esperada de la sefial del grupo CH»-
glicina y la aparicion en su lugar de las sefiales CH-alanina y CHs-alanina, lo cual se
puede considerar evidencia de que ambos complejos comparten una misma

estructura.

Finalmente, los espectros de resonancia paramagnética electrénica (EPR) de los
complejos Cu(LIG-Gly)(H20) y Cu(LIG-Ala)(H20) concuerdan con una estructura

mononuclear y una probable geometria cuadrado plana para estos complejos.

Tomando en cuenta la composiciéon determinada por las técnicas analiticas y la
informacion recabada por las técnicas espectroscopicas sobre el modo de
coordinacién del ligando tipo base de Schiff, se propone una estructura
tetracoordinada para los cuatro complejos en que el ligando actia de forma tridentada
y la cuarta posicidn es ocupada por una molécula de agua. En la figura 48 se muestra

la coordinacion tetradentada para estos complejos.
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Figura 48. Estructura tetracoordinada de los complejos de cinc(ll) y cobre(ll) con el
ligando tipo bases de Schiff N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina y N-(7-hidroxi-8-

cumarinilmetilen)alanina

En cuanto a la geometria de los complejos, para aquellos de cinc(ll) se propone una
estructura tetraédrica o tetraédrica distorsionada, puesto que la geometria cuadrado
plana se presenta muy raramente para este metal y cuando esto sucede se trata de un
arreglo impuesto por las caracteristicas estructurales del ligando, lo cual no resulta
aplicable a este caso. Por otro lado, si bien el espectro EPR sugiere una estructura
cuadrado plana para ambos complejos de cobre(ll), las similitudes espectroscdopicas
en el IR y UV-Vis con aquellos de cinc(ll), especialmente en el caso del
Cu(LIG-Ala)(H20) con el Zn(LIG-Ala)(H20), no permiten establecer de manera
conclusiva dicha geometria. Considerando que los complejos de cobre(ll) estan
sujetos a un efecto Jahn-Teller podria tratarse de una tetraédrica distorsionada con
tendencia a cuadrada plana.

Con el fin de determinar exactamente la estructura de los complejos de
Cu(LIG-Gly)(H20) y Zn(LIG-Gly)(H20) se ensayaron diferentes métodos de
cristalizacion utilizando en la mayoria de los casos DMSO como solvente de partida
debido a la insolubilidad que presentaron dichos complejos en otros solventes. De las
técnicas empleadas, el método de obtencién de cristales a partir del licor madre
genero la formacion de pequefios cristales de Cu(LIG-Gly)(H20O) que podrian resultar
de utilidad para una posterior caracterizacion concluyente por la técnica de Difraccén
de Rayos X (DRX).
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9. CONCLUSIONES

9.1 Se han obtenido dos nuevos complejos de cobre(ll) y dos nuevos complejos de
cinc(Il) de férmula general M(LIG)(H20) con los ligandos tipo base de Schiff
N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina  (LIG-Gly) y  N-(7-hidroxi-8-cumarinil

metilen)alanina (LIG-Ala).

9.2 Se desarroll6 un método de sintesis general para los cuatro complejos basado
en la aplicacién de un efecto template o “plantilla” por parte del metal que
conduce a la formacion de la base de Schiff in situ, a partir del precursor
cumarinico y el aminoacido correspondiente, el cual finalmente coordina al
centro metdlico. Se trabajé en un medio metandlico usando una sal acetato

como fuente del metal y a un pH final 4 - 5.

9.3 Los cuatro complejos fueron obtenidos puros y con rendimientos entre 53 y 73%.

9.4 Se determind una relaciéon estequiométrica 1:1 ligando/metal por el método de
Job por fluorescencia para el complejo de cinc(ll) con el ligando LIG-Gly.

9.5 EIl anadlisis termogravimétrico del complejo de cinc(ll) con el ligando LIG-Gly
permitié confirmar la presencia de un solo ligando en dicho complejo asi como
de una molécula de agua de coordinacion. La pérdida inicial de agua de
cristalizacion permitié establecer la composicién Zn(LIG-Gly)(H20).0,5H.0. Esta
concuerda, dentro de un margen razonable, con los porcentajes de carbono,
nitrégeno e hidrégeno obtenidos por analisis elemental y el contenido de cinc(ll)

determinado por absorcién atébmica.

9.6 En caso de los otros tres complejos, los resultados del analisis elemental y la
absorcion atomica concuerdan razonablemente con las composiciones Cu(LIG-
Gly)(H20).0,5H:20; Zn(LIG-Ala)(H20).1,5H20 y Cu(LIG-Ala)(H20).0,5H:0.

9.7 El modo de coordinacion tridentado del ligando tipo base de Schiff en los cuatro
complejos fue establecido mediante la aplicacion de las espectroscopias UV-Vis
e infrarroja, complementadas en caso de los complejos de Zn(ll) con la
espectroscopia H-RMN. Por la espectroscopia infrarroja se comprobd la
participacion del grupo carboxilato y del grupo imino en la coordinacion al metal,

esta Ultima se vio apoyada por espectroscopia UV-Vis. Por otra parte, la
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espectroscopia *H-RMN confirmé la coordinacion del grupo carboxilato y permitié
establecer la participacion adicional del oxigeno-fenolato en la esfera de

coordinacion.

9.8 Dada la relacién molar metal/ligando/H,O 1:1:1 comun a los cuatro complejos y
las similitudes espectroscopicas observadas, se propone una estructura
tetracoordinada para los cuatro complejos en que el ligando base de Schiff actia

de forma tridentada y la cuarta posicion es ocupada por una molécula de agua.

9.9 Se ensayaron diversas técnicas de cristalizacibon para los complejos
Zn(LIG-Gly)(H20).0,5 H20 y Cu(LIG-Gly)(H20).0,5H.0, las cuales condujeron en
la mayoria de los casos a productos de naturaleza policristalina. Estos ensayos
se vieron dificultados por la escasa solubilidad de estos compuestos en la

mayoria de solventes; solo muestran una apreciable solubilidad en DMSO.

9.10 Un descubrimiento sorpresivo fue la inesperada solubilidad del complejo
Cu(LIG-Ala)(H20).0,5H,0 en metanol, dada la gran similitud entre los ligandos
LIG-Alay LIG-Gly.

9.11 A pesar de los numerosos ensayos variando diversos parametros de sintesis, no
se logré una optimizacion del método de sintesis del compuesto precursor 8-

formil-7-hidroxicumarina.

9.12 El uso de las técnicas bidimensionales de resonancia magnética nuclear HMBC
y HSQC permitié una asignacion completa de todas las sefiales de los espectros
'H-RMN y *C-RMN del compuesto precursor, la cual no se encuentra reportada.

9.13 Se desarrollé un método de sintesis conveniente para el compuesto N-(7-hidroxi-
8-cumarinilmetilen)glicina (LIG-Gly), aun no reportado, el cual condujo a un
producto de alta pureza y con un rendimiento de 66%. Este procedimiento no dio
resultado en caso del ligando analogo N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)alanina
(LIG-Ala).

9.14 La interpretacion del espectro *H-RMN del precursor 8-formil-7-hidroxicumarina
facilité la asignacién completa de todas las sefiales en el espectro *H-RMN del
ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina. Este ligando fue también

caracterizado por espectroscopia infrarroja.
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9.15 Los complejos Cu(LIG-Gly)(H.0) y Cu(LIG-Ala)(H.O) presentan un potencial
redox muy negativo y, por tanto, son buenos candidatos para ser evaluados

como agentes que mimetizan la accion de la superdxido dismutasa.

10. RECOMENDACIONES

10.1 Se recomienda continuar con los ensayos de cristalizacion, en particular con el
método de evaporacion lenta de una mezcla de solventes DMF/Metanol o
DMSO/Metanol que contiene al complejo generado in situ en baja concentracion.
Este método condujo, en un tiempo prolongado, a la formacién de pequefios

cristales cuya calidad aun no ha sido posible evaluar.

10.2 Realizar ensayos de cristalizaciéon con el complejo de Cu(LIG-Ala)(H20).0,5H.0

gue resulté soluble en metanol.

10.3 Para aquellos complejos dificiles de obtener en forma de monocristales debido a
la falta de solubilidad en solventes comunes, se recomienda aplicar la técnica de

difraccién de rayos-X en polvo.

10.4 Continuar este tema de investigacion con la sintesis de complejos de cobre (ll) y
cinc(ll) con bases de Schiff derivadas de otros aminoacidos, en particular
cisteina y leucina. La cisteina por la presencia del grupo sulfhidrilo afin a ambos
metales y la leucina por su cercana relacion con la alanina que dio lugar a un
complejo Cu(LIG-Ala)(H20).0,5 soluble en metanol. Sin embargo, se pueden
explorar otras alternativas con aminoacidos con sustituyentes hidroxilo como

serina y treonina.

10.5 Los dos complejos de cobre(ll) sintetizados cumplen ciertos criterios basicos que
los convierten en candidatos atractivos para una posterior evaluacion citotdxica
frente a células cancerigenas. Asimismo, los complejos de cinc(ll) relacionados
podrian ser evaluados conjuntamente y se podria determinar la influencia del

metal en la actividad antineoplasica de estos complejos.
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ANEXO 10.1

ESPECTROS INFRARROJOS DE LIGANDOS CUMARINICOS
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10.1.1. Espectro Infrarrojo del ligando N-[(7-hidroxi-8-cumarinil)metilen]glicina (LIG-Gly)
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ANEXO 10.2

ESPECTROS INFRARROJOS DE LOS COMPLEJOS DE Cu(ll) Y Zn(ll)
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10.2.1. Espectro Infrarrojo del complejo acua[N-(7-0xido-8-cumarinilmetilen)glicinato]cinc(ll), Zn(LIG-Gly)(H20)
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ANEXO 10.3

ESPECTROS UV-Vis DEL LIGANDO LIG-Gly Y DE LOS COMPLEJOS Zn(LIG-
Gly)(H20), Cu(LIG-Gly)(H20), Zn(LIG-Ala)(Hz0), Cu(LIG-Ala)(Hz0)
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10.3.1. Espectro UV-Vis de ligando N-(7-hidroxi-8-cumarinilmetilen)glicina a diferentes
concentraciones
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10.3.3. Espectro UV-Vis de Zn(LIG-Gly)(H20) en DMSO a diferentes concentraciones
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10.3.5. Espectro UV-Vis de Zn(LIG-Ala)(H-O) en DMSO a diferentes concentraciones
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ANEXO 10.4

CALCULO DE LA ABSORTIVIDAD MOLAR

Los valores de coeficiente de absortividad molar para cada maximo de absorcion se

obtuvieron aplicando la ecuacién de Lambert-Beer:

A = Absorbancia

€ = Coeficiente de Absortividad molar
A =¢€bC

b = Longitud del paso 6ptico =1 cm

C = Concentracion

El valor de la absorbancia obtenida a partir de una serie de concentraciones nos permite
encontrar el valor del coeficiente de absortividad molar para una determinada longitud de
onda. Este valor puede ser obtenido como la pendiente de la gréfica de la absorbancia en
funcion de la concentracién. Un ejemplo de célculo es mostrado en la figura 10.3.6,
donde la pendiente de 33248 es obtenido a partir de los datos mostrados en la
tabla 10.3.6 y representa al valor del coeficiente de absortividad molar para un méaximo de
absorbancia de 351 nm de una solucién en DMSO del complejo Cu(LIG-Gly)(H20)

Tabla 10.3.6. Datos de absorbancia registrados para una cierta concentracion molar del
complejo Cu(LIG-Gly)(H-O) en DMSO a temperatura ambiente

Compuesto A (nm) Concentracién (mol/L) | Absorbancia
0.0000289 1.0175
0.0000248 0.9099
0.0000212 0.7857
Cu(LIG-Gly)(H:0) 351 0.0000182 0.6917
0.0000156 0.5990
0.0000134 0.5199
0.0000115 0.4501
0.0000098 0.3921

. . . . X
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Figura 10.3.6. Gréafica de absorbancia vs concentracién donde el valor de la pendiente
representa el coeficiente de absortividad molar del complejo Cu(LIG-Gly)(H.0) en DMSO

a una longitud de onda de 350nm
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ANEXO 10.5

PORCENTAJE DE CARBONO, NITROGENO E HIDROGENO OBTENIDO POR
ANALISIS ELEMENTAL

UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION Y LA
INDUSTRIA (USAII}
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
EDIFICIO H "MARIO MOLINA"
AV. UNIVERSIDAD 3000, COL. COPILCO
C.P. 04510, MEXICO, D.F.
Phone: 56223899 ext 84040, 84041

|Dale of report 8/10/2017 11:11:19AM |
|User D M en C. Nayeli Lopez & M en L. Victor Lemus |
|C0mmenl~; Muestra:ZnLigGly Realizd: Victor Lemus |
Run Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur Created on
2215984112C 1.555 44.19% 1.91% 4.52% 0.02% 8/9/2017 4:18:01 PM
22159841128 1.709 37.4% 1.78% 4.23% -0.27% 8/2/2017 4:03:31 PM
2215984112A 1.626 42.88% 1.76% 4.5% -0.29% 8/2/2017 3:56:38 PM
Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur
Average 1.630 41.490 1.817 4.417 -0.180
Variance  0.006 12.975 0.007 0.026 0.030
Standard Deviation ~ 0.077 3.602 0.081 0.162 0.173

10.4.1. Porcentaje de carbono, nitrégeno e hidrégeno obtenidos para el complejo
Zn(LIG-Gly)(H2:0)

UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION Y LA
INDUSTRIA (USAIT)
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
EDIFICIO H "MARIO MOLINA"
AV. UNIVERSIDAD 3000, COL. COPILCO
C.P. 04510, MEXICO, D.F.
Phone: 56223899 ext 84040, 84041

|Date of report 8/11/2017 1:42:58PM |
|User I M en C. Nayeli Lopez & M en L. Victor Lemus |
|Cnmment~; Muestra: CuLigGly Realizo: Victor Lemus |
Run Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur Created on
7852984388A 2.361 41.65% 2.11% 4.29% -0.06% 8/2/2017 3:37:00 PM
7852984388C 1.537 44.28% 2% 4.43% 0.04% 8/9/2017 4:11:15 PM
78529843880 1.453 43.88% 2.02% 4.68% -0.2% 8/10/2017 4:27:38 PM
Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur
Average 1.784 43.270 2.043 4.467 -0.073
Variance  0.252 2.008 0.003 0.039 0.015
Standard Deviation 0.502 1.417 0.059 0.198 0.121

10.4.2. Porcentaje de carbono, nitrégeno e hidrégeno obtenidos para el complejo
Cu(LIG-Gly)(H20)
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UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION Y LA
INDUSTRIA (USALI)
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
EDIFICIO H "MARIO MOLINA"
AV. UNIVERSIDAD 3000, COL. COPILCO
C.P. 04510, MEXICO, D.F.
Phone: 56223899 ext 84040, 84041

|Date of report 8/10/2017 1:42:48PM |
|U9er D M en C. Nayeli Lopez & M en L. Victor Lemus |
|Comments Muestra:ZnLigAla Realizé: Victor Lemus |
Run Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur Created on
4794986947A 1.747 41.85% 2.86% 4.27% -0.31% 8/7/2017 1:44:56 PM
47949869478 1.462 40.15% 2.78% 4.26% -0.51% 8/7/2017 1:51:43 PM
4794986947C 1.544 42.38% 2.84% 4.01% 0.05% 8/9/2017 4:24:47 PM
Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur
Average  1.584 41.460 2.827 4.180 -0.257
Variance  0.022 1.357 0.002 0.022 0.081
Standard Deviation ~ 0.147 1.165 0.042 0.147 0.284

10.4.3. Porcentaje de carbono, nitrégeno e hidrégeno obtenidos para el complejo
Zn(LIG-Ala)(H20)

UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION Y LA
INDUSTRIA (USAII)
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
EDIFICIO H "MARIO MOLINA"
AV. UNIVERSIDAD 3000, COL. COPILCO
C.P. 04510, MEXICO, D.F.
Phone: 56223899 ext 84040, 84041

|Date of report 8/7/2017 6:20:26PM |
|User ID M en C. Nayeli Lopez & M en 1. Victor Lemus |
|C0mmentﬁ Muestra: Culighla Realizo: Victor Lemus |
Run Weight Carbon Hydrogen Nitrogen sulfur Created on
46899854838 1.548 43.9% 2.91% 4.12% -0.4% 8/7/2017 1:38:09 PM
4689985483A 1.631 44.05% 3.23% 4.08% -0.07% 8/7/2017 1:31:21 PM
Weight Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur
Average 1.590 43.975 3.070 4.100 -0.235
Variance 0,003 0.011 0.051 0.001 0.054
Standard Deviation ~ 0.059 0.106 0.226 0.028 0.233

10.4.4. Porcentaje de carbono, nitrégeno e hidrégeno obtenidos para el complejo
Cu(LIG-Ala)(H20)
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CONTENIDO DE METAL OBTENIDO POR ABSORCION ATOMICA

ANEXO 10.6

Mean Signal Conc. Conc. Standard

ID (Abs) mg/L mg/L Deviation %RSD

bk 0 0 0 0 28.69
CalibStd 1 0.1417 0.2 0.214 0 0.21
Calib Std 2 0.1745 0.3 0.264 0 1.2
Calib Std 3 0.2669 0.4 0.406 0 0.79
Calib Std 4 0.3278 0.5 0.501 0 0.53
Calib Std 5 0.3952 0.6 0.607 0 0.56
Calib Std 6 0.4561 0.7 0.704 0 0.71

Correlation Coef.: 0.995394 Slope: 0.67033

Intercept: 0.00000

Tabla 10.6.1. Datos obtenidos de la curva de calibrado para cinc(ll):

Mean Signal Conc. Conc. Standard

ID (Abs) mg/L mg/L Deviation %RSD

BK 0 0 0 0 27.15
Calib Std 1 0.152 0.9 0.888 0 1.39
Calib Std 2 0.1717 1 1.007 0 0.54
Calib Std 3 0.1878 1.1 1.104 0 0.9
Calib Std 4 0.205 1.2 1.209 0 0.49
Calib Std 5 0.2193 1.3 1.297 0 0.82
Calib Std 6 0.2372 1.4 1.407 0 0.23
Calib Std 7 0.2524 1.5 1.501 0 0.3
Calib Std 8 0.2662 1.6 1.587 0 0.31

Correlation Coef.: 0.999370 Slope: 0.17566

Tabla 10.6.2. Datos obtenidos de la curva de calibrado para cobre(ll)

Intercept: 0.00000

Complejo Cu(LIG-Gly)(H20)
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Peso de muestra (mg) 22 22 22
Concentraciéon de cobre (mg/L) experimental 1.6 1.599 1.627
Dil. ImL en 100mL 160 159.9 162.7
mg de Cu en 25mL de stock 4 3.9975 4.0675
Porcentaje de Cu (%

consider;ndo Cu(l(.lcg-GIy)(Hzo) 18.18 18.17 1849

Tabla 10.6.3. Porcentaje de cobre obtenido para el compuesto Cu(LIG-Gly)(H20)
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Complejo Cu(LIG-Ala)(H,0)

Muestra 1 Muestra 2
Peso de muestra (mg) 23 22
Concentracién de cobre (mg/L) experimental 1.627 1.541
Dil. ImL en 100mL 162.7 154.1
mg de Cu en 25mL de stock 4.0675 3.8525
Porcentaje de Cu (%
consider;ndo Cu(I(.Icz-AIa)(Hzo) 17.68 17.51

Tabla 10.6.4. Porcentaje de cobre obtenido para el compuesto Cu(LIG-Ala)(H20)

Complejo Zn(LIG-Gly)(H20)

considerando una composicion Zn(LIG-Gly)(H.0)

Muestral | Muestra2 |Muestra3
Peso de muestra (mg) 15 15.2 15.2
Concentracién de cinc (mg/L) experimental 0.449 0.453 0.457
Dil. ImL en 25mL 11.225 11.325 11.425
Dil. ImL en 25mL 280.625 283.125 285.625
mg de Zn en 10mL de stock 2.80625 2.83125 2.85625
Porcentaje de Zn (%) 18.71 18.63 18.79

Tabla 10.6.5. Porcentaje de cinc obtenido para el compuesto Zn(LIG-Gly)(H20)

Complejo Zn(LIG-Ala)(H;0)

Muestra 1 Muestra 2
Peso de muestra (mg) 15 15
Concentracién de cinc (mg/L) experimental 0.432 0.435
Dil. ImL en 25mL 10.8 10.875
Dil. ImL en 25mL 270 271.875
mg de Zn en 10mL de stock 2.7 2.71875
Porcentaje de Zn (%
consider:\ndo una( cc))mposicién Zn(LIG-Ala)(H0) 18.00 18.125

Tabla 10.6.6. Porcentaje de cinc obtenido para el compuesto Zn(LIG-Ala)(H20)
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