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INTRODUCCION

El campo de la bicinorgénica adquiere constantemente mayor importancia en funcién de
los cada diag mds sorprendentes descubrimientos sobre las diferentes reacciones quimicas
que en los seres vivos se llevan a cabo.

La principal meta que un investigador fiene en el campo de la bioinorgdnica consiste en la
cabal comprension de los procesos bloldgicos con €l fin de elaborar sistemas sinféticos
iguaimente eficientes en cuanto a reactividad y asi definir establecer cudles son las
condiciones que llevan a un mal funcionamiento de un proceso biolégico para de esta
forma fratar de corregir éstas y establecer tratamientos efectivos contra ese mal
funcionamiento,

En el caso especifico del rojo de rutenio este se ha estudiado frecuentemente en el campo
de la biolnorgdanica por su especial capacidad de intervenir en varios procesos bioldgicos.

Una de las mas enigmaticas propiedades que el rojo de rutenio presenta consiste en inhibir
tanio el transporte de calcio que se verlfica en la membrana interna de mitocondrias en
mamiferos, como 1a transferencia elechdnica que se lleva a cabo en la membrana
tilacoidal del cloroplasto, en el proceso de fotosintesis. Sin embargo, es un compuesto cuya
reactividad quimica no es compietamente conocida, pues por ejfemplo a la fecha no se
conoce una estructura cristalina que apoye ias evidencias experimentales.

Ademds, se desconoce el mecanismo mediante el cual el rojo de rutenio actda en los
procesos bioldgicos antes mencionados, por 1o que resulta muy importante establecer
como es que este compuesto posee la capacidad de inhibir tales procesos bioldgicos, v
tratar de dar una mejor explicacién de cdmo es que estos procesos se llevan a cabo.

En este frabajo presentamos la sintesls y caractetizacion de compuestos andlogos al rojo de
rutenio, asi como su reactividad y aplicacion biolégica.

Este trabqjo de tesis consta de 7 capitulos, los cuales a continuacion se resumen:

En el Capitulo 1 se presentan los antecedentes de mayor trascendencia que se han
logrado recabar en cuanto al estudio del sistemna que estudiomos en este trabgjo de tesls.
Principalimente hacemos una amplia descripcion de las evidencias experimentales que han
permitido definir la composicién guimica del rojo de rutenio, asi como su reactividad
quimica.
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Ademas, mostramos una extensa revisién realizada sobre la importancia del calcio en los
sistemnas biclégicos, del manejo del calcio en las células, de los fransportes de calcio
promovidos por transportadores especiales y especificamente  revisamos 10s mdas
importantes descubrimientos sobre el transporte de caicio en la membrana intema de g
mitocondria.,

En el Capitulo 2 presentamos los objetivos que inicialmente nos planteamos, en cuanto al
conocimiento de la quimica del rojo de rutenio y det transporte de calcio mitocondrial en
los mamiferos, mediante ef estudio bioldgico de los nuevos compuestos sinfetizados.

En el Capitulo 3 se describe detalladamente la metodologia empleada en este trabajo de
tesis.

En el Capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos sobre los nuevos compuestos
sintetizados, asi como los de los estudios bioldgicos. Se discuten cada uno de los resultados
obtenidos tanto en el campo quimico como en el bioldgico.

En el Capitulo 5 se presentan las conclusiones a las que llegamos en este trabajo de
sintesis.

En el Capitulo 6 anexamos la bibliografia consultada que sivié de apoyo para este trabajo
de tesis.

Finalmente en el Capitulo 7 se incluye un apéndice que contfiene las coordenadas
atébmicas del cristal obtenido.




ANTECEDENTES

CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1.- Caracterizacion y estudio de la reactividad quimica
del rojo de rutenio

El rojo de rutenio es un compuesto inorganico producto de sintesis quimica en el
laboratorio y que en la naturaleza por tanto nunca se presenta.

El rojo de rutenio fue descrito por vez primera por Joly' en 1892 y desde entonces
s¢ ha investigado ampliamente con el fin de conocer un poco MAas sus
propiedades.

El rojo de rutenio es uno de los compuestos de rutenio de valencia mixta que
ma&s han liamado la atencién de los investigadores de diversos campos de la
clencia, tales como el guimico, histoldgico, bioguimico, por mencionar algunos.

En el pasado un nombre comunmente usado para este compuesto fue el de
‘oxiclonuro de rutenio amoniacal’, el cual le fue dado por A, Joly. Sin embargo, se
trataba mds de una descripcién de la ruta de sintesis que propiamente un
nombre,

Otro de los nombres que aun actualmente es muy utilizado es el de rojo de
rutenio, acunado por el botdnico francés L. Mangin?, quien fue el primero en
describir sus interesantes propiedades tintoriales.

Sin embargo, su nombre correcto segun las reglas de la IUPAC es hexacloruro de
di-p-oxo-bis(pentaamminrutenioflll))  tehaamminrutenioflV), y como puede
observarse resulta mucho mds facil maneijar el nombre rojo de rutenio, como asf
lo llemaremos en este trabajo.

En el primer frabajo donde se abordd la caracterizacion del rojo de rutenio,
realizado por A, Joly!, se concluyd que la féormula minima de este compuesto era
[RU,CI,(OH),, 7NH,,3H,O. Posteriormente, Morgan y Burstal® indicaron que esa
formula era incorrecta y propusieron la siguiente [Ru,O,(NH,),] CLH,Q, la cual fue
también rechazada por Gleu y Breuel® en 1938, ya que sus estudios demostraron
que el 10jo de rutenio era una molécula diamagnética y sin embargo el
compuesto que Morgan y colaboradores proponion era paramagnético. Para
ese entonces ya se habia sugerido que su naturaleza altamente colorida era
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resuliado de una estructura polinuclear. Sin embargo, la evidencia experimental
con la que se contaba aun no era suficiente para confirmar esta propuesta.

Finalmente Fletcher, y colaboradores® propusieron acertadamente que se
trataba de un compiejo ibnico polinuclear, que estaba constituido por 3 rutenios
de valencia 3+ y 4+ unidos mediante puentes oxo y hexacoordinado con
grupos amino,; que ademds posefd cloruros como contraiones. Fletcher Y
colaboradores se interesaron mucho en el rojo de rutenio porque observaron que
¢l diamagnetismo vy la Intensa coloracién de muchos complejos de rutenio se
debian a su naturaleza polinuclear.  También  demostraron Que &l
comportamiento de este compuesto era tipico para un complejo trinuclear de
rutenio, que en la estructura metdiica de ese compuesto no se encontraban
coordinados haldgenos, y que al calentario se liberaba amoniaco, el cual fue
cuantificado, encontrdndose que, coordinados a los tres Gtomo de rutenio, se
encontraban 14 dtomos de nitkdgeno. Con estos resultados, los autores
establecieron la primera férmula estructural del rojo de rutenio, donde los &tomos
de rutenio se enconiraban entrelazados mediante dos puentes ©oxo
satisfaciéndose asir la hexacoordinacion de 1os Gtomos de rutenio ffigura 1).

6+
NH3 NH3 NHz NH3 NH3 N3z
\m/ \w/ \w/
HaN~—RuU — O — Ru—0— Ru —NH3
/ N\ /N /\
NH3 NH3  NH3 NH3 NH3 NH3
e — p—

ROJO DE RUTENIO
Figura 1. Férmula estructural del rojo de rutenio

Otra evidencia para considerar a la estructura del 10jo de rutenio como fimérica
fue que observaron su oxidacion reversible en medio écido a una especie café y
que requeria de 0.33 equivalentes de oxidante por &tomo de rutenio®, hecho
que los llevd a proponer la estructura del café de rutenio, producto de Ia
oxidacion del rojo de rutenio.

J. M. Fetcher y colaboradores determinaron finalmente que la férmula minima
de este compuesto es [Ru;O,(NH,),,]Cls con un peso molecular de 786.36 g/mol.
También concluyeron que la valencia del complejo era de &+, pues el imero
de oxidacion promedio de Ios tres Gtomos de rutenio es de +10/3. Mientras que
para el café de rutenio, de estructura muy similar, el namero promedio es de
11/3.

Incluso concluyeron que en este compuesto fa distribucién electrénica involucra
enlaces = (pl) Io cual no resulta muy comin fratdndose de compuestos de
caracter inorgdnico. Sin embargo, existe clerta oposicién a esta hipdtesis, pues se
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determind por inciplentes estudios del 10jo de rutenio, empleando Mdssbauer®,
que la carga de los tres dtomos de rutenio se encontraba totalmente localizada.

Ademas de reallzar la caracterizacién quimica y una ruta de sintesis detallada del
rojo de rutenio, Fletcher y colaboradores®, dan una posble explicacion del
mecanismo de reaccién.

Se parte de RuClynH,O, el cual se mantiene en una solucién amonlacal durante
un par de dias formandose [Ru(NH,),JCl,. el cual se oxida con el oxigeno del aire,
dando rojo de rutenio, el cual es posteriormente purificado mediante varias
recristalizaciones. Sin embargo, el alto costo de la sal y el bajo rendimiento de tal
reaccion hacen mucho mds conveniente la compra del rojo de rutenio en casas
comerciales, aun cuando el giado de pureza varia considerablemente de un
lote a otro, inciuso en la misma casa comercial.

Mucho se sabe ya sobre sus propledades de oxido-reduccidn®. Es conccido
que el rojo de rutenio (catidn) es faciimente oxidado a café de rutenio, el cual
posee un numero de oxidacion promedio de cada dtomo de rutenio de +11/3,
Este café de rutenio es fécil y reversiblemente reducido al rojo de rutenio, De la
anterior evidencia se propuso que el café de rutenio posee la misma férmula
estructural def rojo de rutenio, con la diferencia de que uno de los rutenios (IHl) en
el rojo de rutenio cambia a un estado de oxidacién de (IV) en ef café de rutenio
(figura 2).

NHa NHz NHz NHa NHg NH3

\ Iil/ \ IV/ \ IV/

HaN—RU — O — Ru—0 — Ru —NH3

/ N\ /N /N

NH3 NH3  NH3 NH3 NH3 NH3

CAFE DE RUTENIO
Figura 2. Fémula estructural del café de rutenio

7+

Las medidas de susceptibiidod magnética que Fletcher y colaboradores®
redlizaron, fueron pe=1.13 MB por dtomo de rutenio para el caso del café de
futenio, mientras que para el rojo de rutenio estos autores enconfraron un pgy de
0.77 MB. Considerando que los valores absolutos de los momentos no eran
significativos en términos de electrones desapareados, determinaron la diferencia
existente entre el p,, de l0s tres Gtomos de rutenio del ojo v el café de rutenio
[3(1.13-0.77} =1.1 MB], encontrando que el resultado era consistente con Ia
carga extra que el café de rutenio tiene respecto del rojo de rutenio.

Tambien estos autores determinaron que la oxidacion por el oxigeno del aire del
r0jo de rutenio en solucion de HCI 0.1, a las 24 hrs fue del 20%, por 1o que
dedujeron que es un proceso lento.
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Por otra parte, el rojo de rutenio en solucién de HCI 2N se oxida rapidamente.
Finalmente Fletcher y colaboradores® explicaron que, la velocidad de oxidacion
se vela favorecida en condiciones en las cudles se tiende a remover el agua de
solvataciéon del catidn, tales como el calentamiento del sélido o la extraccién
con disolventes orgdnicos de soluciones acuosas de rojo de rutenio,

Los mismos investigadores, al estudiar la naturaleza del café de rutenio
determinaron que €l catién era facll y reversiblemente reducido al rojo por la
accién del ion hidroxilo. Estudios posteriores’ redlizados por Earey y Fedley
confirnaron esta evidencia experimental y se determiné gue la reaccion de
oxidacién del rojo al café no se veia modificada por la presencia de iones H*
(figura 3).

N{a N3 NH3 N3 MH3 M3 LA u{a /Nﬂs NH\: /NH: N‘:s‘/mu 8
nw—/&(—o-..\nhfll_o—)g/—-m; + OH - —> "’"_/R“\'"u"'}"l:ﬁ_/‘:’\—m’ + ]/2 H 20 + ]/4 o 2
Hy Wy MWy MRy NNy \mg «— NHY  HHa HH3Z HH3  NH3L NM3

CAFE DE RUTENIC ROJO DE RUTENIO

Figura 3. Reaccién de reduccién del cafe de rutenio

Estos estudios sirvieron para confirmar que la reduccion del café al rojo de rutenio
requeria de un electrdn, como anteriormente o mencionara Fetcher en su
trabajo. Ademds, se establecid que la posible reaccidn involucraba la formacion
de un infermediario p-peroxo tal como [(NH,)sRUORUNH,){OOH)RU(NH,)]** et cual
se descompone rapidamente, liberando oxigeno molecular,

Mucha de la evidencia experimental® apoya el hecho de que la reaccién de
reduccién sigue un mecanismo especial, que involucra la formacién de un
intermediario muy similar al rojo de rutenio, lo cual lo hace muy dificimente
detectable ya que su posicidn (nm) en el espectro dentro de la regién UV-Vis ,
esta en el umbral. Para que esta reaccién de reduccién se lleve a cabo se
supone el ataque nucleofilico del hidroxilo al &tomo de rutenio central del café
de rutenio. Este infermediario puede ser un peroxido del rojo de rutenio © una
especie con un dtomo de utenio heptacoordinado. De hecho, este mecanismo
supone la facil oxidacién del hidroxilo por el café de rutenio poco comin en
oxidantes inorgdnicos).

En un estudio posterior realizado por Earley, Bignetti y Chalilpoyil'! se confirma que
la reaccién de reduccién es un proceso de segundo orden con AH™ =19 cal/ma,
descartando la generacién de oxigeno durante la reduccién y considerando por
otro lado la formacién de RuO.> o RuQ, vy la oxidacién de los nitrogenos
coordinados en €l rojo de rutenio a especies fales como Ru-NO o mdas
probablemente hidroxilaminas coordinadas. A la fecha esta es la propuesta del
mecanismo de reduccidn del café a rojo de rutenio que prevalece.
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En el trabagjo de Fletcher y colaboradores, s& menciona brevemente la
existencia, en las muestras aun sin purificar (del rojo de rutenio sintetizado por
ellos), de una pequena impureza que presentaba un mdéximo de absorcién en
725 nm, la cual actugimente se conoce como violeta de rutenio'? por su
composicién similar a la del rojo de rutenio pero el estado de oxidacion de cada
uno de sus nucleos de rutenio es de (IV). Este compuesto tampoco ha podido ser
caracterizado cristalogrdficamente, pero se sabe que la férmula estructural es ia
que se muestra en la figura 4:

g8+
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3a NH3

\ IV/ \ N/ IV/
H3N—RU —— O — Ru-~—0— Ru —NH3

/ N\ /N /N

NH3 NH3 NH3 NH3z NH3 NH3

VICLETA DE RUTENIO
Figura 4. Fémula estructural del violeta de rutenio

La primera estructura de rayos-X del rojo de rutenio fue publicada por Sterling’™ en
1970. Sin embargo, existen serias discrepancias entre los resufados quimicos
experimentales y las conclusiones a las que este investigador ltegod (figura 5).

Figura 5. Estructura propuesta para el rojo de rutenio por Sterling. Amer. J. Bot. §7(2):172-
175.1970

En su estudio, Sterling propone por el andlisis de la estructura del cristal que la
composicidn del rojo de rutenio es la siguiente [RuCly{OH),(NH,;).(HO)) en

7




L) ANTECEDENTES

donde cada rutenio estaba coordinado cubicamente con al mencs 8 iones
cloro y coordinado octaédricamente con 4 aminos en una configuracion plana
cuadrada, ademds de estar coordinado a dos moleculas de agua ¢ dos
hidroxilos en el eje perpendicular al plano. Sin embargo, estudios mdas detaliados
enconfraron una discrepancia de 18% y por tanto se postuld desorden.,

Es importante mencionar @ la fecha no se ha podido obtener un cristal del rojo
de rutenio con una buena resoluclon cristalogrdfica,

Posteriormente, Peter M. Smith, Terence Fealey, Joseph E. Earley y J.V, Siverton',
determinaron la estructura de rayos-X de un andlogo del rojo de rutenio,, el de su
efilendiamina, establecen su estructura cristaling y ademas determinan todos los
pardmetros, confimando de esta manera las aseveraciones hechas por Fletcher
y colaboradores sobre la estructura linedl del rojo de rutenio.

As, encontraron que tal derivado altamente relacionado al ojo de rutenio
cristaliza en el gQupo espacial P2/c. C,° del sistema monoclinico con
dimensiones de la celda unitaria de a=8.788(1)4, b=11.470(1)4, ¢c=14.689(1)4,
B=106.29(10)° y Z=2. Las densidades observadas y calculadas son de 1.93(2)
g/lem?® y 1.91 respectivamente. La estructura se determiné de 2,559 reflexiones
independientes, encontrdndose un factor R=0.054,

El catidn es un ion trimérico lineal centrosimétrico que contiene tres dtomos de
futenio enlazados por puentes oxo. El enlace Ru-N flene una longitud de entre
212 y 2.21A. En dicho andlogo el dtomo de rutenio central esta coordinado a
dos moléculas de etilendiaminag, La conformacién de la etilendiamina es similar
a la encontrada en ofros complejos. Las distancias de enlace Ru-O son de
1.850(4) v 1.891(4)A para los &tomos de rutenio terminal y central,
respectivamente. Esta diferencia es estadisticamente significativa, pero no es
considerada como un indicador de la localizacién de los estados de oxidacion
de los Gtomos de rutenio (IIt, IV, ),

La estructura molecular de dicho compuesto propuesta se presenta en la figura
6.
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Figura 6. Peter M. Smith, Terence Fealey, Joseph E. Earley y J.V. Silverton. Inorganfc
Chemistry, 10(9), 1971

ARos mas tarde en 1980 se reportd la esfructura cristalina del catién del rojo de
rutenio que tenia como contfraion tiosulfatos en lugar de cloruros, En dicho
trabajo desarroliado por C.1. Carrondo, W. P. Griffith, J. P, Halt y A, C. Skapski'® se
encontrd por segunda vez el esqueleio lineal N-Ru-O-Ru-O-Ru-N formado a partir
de tres Giomos de rutenio hexacoordinados. Estos autores plantearon que el 1ojo
de rutenio, que posee cloruros, no puede cristalizar debido al pequeno tamano
de los cloruros respecto al gran tamafio del cation y por esta razén ellos
cambiaron el contraion, para favorecer la cristalizacion del compuesto.,

Asi este grupo de investigacion encontrd que el rojo de rutenio con tiosulfato
como contraion presenta una estructura cristalina monoclinica con dimensiones
de la celda unitaria de a=15.128(4), b=16.588(2), c=16.057(2)A; B=121.72(2) a
13 °C, y un giupo espacial P2,/c (figura 7). En este compuesto se encontrd que
las dimensiones de la celda son variables aparentemente reversibles por
exposicidén a los rayos-X. En este trabagjo se llevaron a cabo un total de 3,453
reflexiones independientes que fueron medidas a 8= 50°, de las cuales 1,062 se
consideraron inobservables.
' ON

Figura 7. Carrondo C.T., Griffith W.P,, Hall J.P. & Skapski A.C. Blochimica et Biophisica
Acta, 627,1980:332-334
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Debido a que el rojo de rutenio y sus andlogos son infensamente coloridos Ia
medicién espectofotomeétiica en la regidn visible y WV, arrdja imporiantes datos
sobre su estructura, pureza y reactividad quimica .

En cuanto a su espectro en la regidn WV y visible, el rojo de rutenio muestra
propiedades singulares. Por ejemplo, presenta altos coeficientes de extincion
atibuido principalmente a su peculiar naturaleza polinuclear®, lo que ha sido
motivo de extensos esfudios,

En la literatura se informa que las soluciones acuosas del 10jo de rutenio v sus
andlogos, son sumamente inestables por lo que se recomienda el uso de
soluciones de acetato de amonio a pH 7.0 como disolvente para realizar las
mediciones espectrofotométricas y en las cuales el rojo de rutenio y sus andlogos
se mantienen estables por largo tiempo.

Por el contrario, se sabe que soluciones mdas alcalinas a las de amonio provocan
la descomposicion del rojo de rutenio.

Se ha determinado’? que el rojo de rutenio es mds estable en soluciones éeidas
generadas por dcidos orgdnicos, tales como el acético. Sin embargo, a pH's
menores, como 1os generados por acidos minerales, el rojo de rutenio es casi
instantGneamente oxidado al café de rutenio.

La espectioscopia de absorcidn electidnica ha permitido a los Investigadores
establecer claras diferencias entre el rojo, café y violeta de rutenio (figura 8),
Inicialmente el mismo Fletcher v luego Luft estudiaron profundamente los
espectros UV .Vis de los tres compuestos antes mencionados. :

Fletcher y colaboradores, presentaron los espectros tanto del rojo como de café
de rutenio, posteriormente Luft presentd estos espectros muy similares a 1os
anteriores y fue capaz de purificar el violeta de rutenio y determinar su espectro
UV-Vis, 1os cuales se presentan en la figura 8 y como es posible observar los
espectros son diferentes entre si, permitiendo de esta forma hacer uso de esta
herramienta para la identificacidn del rojo de rutenio vy sus andlogos.

10
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Rojo de rutenio
Café de rutenio
Violeta de rutenio
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Figura 8. Espectro electronico del rojo de rutenio y sus andlogos'

Luft detectd™ una serie de impurezas y subproductos en las muestias comerciales
de rojo de mitenio y redlizé una completa caracterizacién, mediante
espectroscopia de absorcidén electrénica, de éstas.

De estos resultados, Luft determind' gue €l rojo de rutenio presenta méximos de
absorcion a 356 y 532 nm, mientras que en el café se encontraron Mmaximos de
absorcidn a 360 y 460 nm, y en el caso del violeta de rutenio se encontrd un
maximo de absorcién a aproxmadamente 725 nm (figura 8).

Se creia que ademds de estas impurezas en las muestras comerciales de rojo de
ratenio, deberian encontrarse, derivados nifrosilados de  rutenio,  derivados
aminados e incluse pequenas cantidades de materias primas, para lo cual la
espectroscopia de absorcion electrénica ha resultado de mucha utilidad.

11
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En el estudio redlizado por Luft a und gran cantidad de muestras de rojo de
rutenio procedentes de diferentes casas comerciales, se encontrd finalmente
que existian predominantemente como impurezas:

a) café de rutenio

b) cloruro de hexarmminruteniofill)

c) cloruro de cloropentamminrutenioill)
d) cloruro de nitrosilrutenioflll) y

e) violeta de rutenio

NHz NH3 . NHz NH3  NHz NH3 NHz NH3
N/ \w/ \w/ \v/
Cl— Ru—NH3{ Clo HaN—RU — O —— Ru—0 — Ru — NHj3
\NH / \ /N /\
NH3 NH3 NHz NH3  NH3 NH3 NH3 NH3
cloruro de cloropentamminrutenio(lll) violeta de rutenio
NHz NHz NH3 NH3 NH3 NH3 NHa NH
3 3
\gl/ \w/ \w/ . N\ w/
HgN—-RU — 0 —— Ru—0 — Ru —NH3 [Cl7 HaN— Ru=—NH3 | CI3
/ \ /N /N /\
NH3 NH3  NH3 NH3 NH3 NH3 NH3z NH3
café de rutenio cloruro de hexamminrutenio(il})
NO NO
\ o/
ON ~—Ru—NO | Cl3
/ \
NO NO

cloruro de nitrosilrutenio(lIT)
Figura 9. Principales impurezas presentes en el rojo de rutenio comercial’?
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Luft también realizo los estudios comrespondientes de Ias impurezas mediante
espectroscopia electrénica, los cuales se presentan en Iq figura 10.

1.4
-252
12 B 330
Derivados nitrosiiados de nutenio

6 1.0k Clomuro de hexamminrutenio ()
= i 360 Cloruro de cloropentamminrutenio (lil)
o Café de rutenio
‘O os |- Violeta de rutenio
Q X
5 06 480 723
7]
&

0.4
QO

0.2

0.0 L

300 400 500 600 700 800 900 1000
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 10, Espectro electrdnico de ias principales impurezas en el rojo de rutenio
comercial'?

En estudios similares en nuestro laboratorio encontramos el mismo tipo de
impurezas en las muestras de rojo de rutenio disponibles en el mercado.

El vaior reportado del coeficiente de extincidn molar del mdximo de absorcion
del rojo de rutenio puro, se encuentra alrededor de 21,000 en soluciones
acuosas, mientras que es ligeramente mayor (22,700) en soluciones de acetato
de amonio.

Ha sido diificil tratar de asignar ias diferentes bandas en el espectro del rojo de
rutenio, pues la teorfa a la fecha solo ha podido explicar con certeza los
espechios electrénicos de compuestos mononucleares y €l rojo de rutenio al ser
un compuesto tinuclear presenta caracteristicas considerablemente diferentes,
Sin embargo, se cree que la banda principal, mdés intensa, localizada a 832 nm
se debe a bandas de transferencia de carga.

13
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En cuanto al espectro infrarrcjo del rojo de rutenio es importante anotar que se
observan claramente todas las bandas de vibracion de los grupos aminos, [0
cual resulta Q todas luces. conveniente, para la posteror asignacién de las
bandas en los andlogoes sintetizados.

También mediante la espectroscopia de infrarojo ha sido posible establecer una
de lgs principales evidencias expermentales que pemite diferenciar entre el
café (como nitrato y sulfato) y el rojo de rutenio (como cloruro), El compleio rojo
hidratado difiere del complejo café en dos aspectos. Piimero, la banda a 3,477
cm’, asignada a la vibracién de elongacion del agua en el rojo de rutenio, se
encuentra desplazada a 3,361 cm’ en el nitrato de café de rutenio y a 3,380
cm? en el sulfato de café de rufenio. En segundo lugar, las bandas de
deformacién y rocking de los grupos amino en el rojo de rutenio presentan
sobretoncs a bajas frecuencias las cuales pueden ser marcadas con deuterio.

Estudios mediante espectroscopia Raman'® sugieren la utlidad que el rojo de
rutenio fiene, ya que cuenta con propiedades singulares para su estudio, €l
hecho de enlazarse a macromoleculas bioldgicas de manera mdas o0 menos
especifica y de poseer una banda con un alto coeficiente de extincidn en la
region visible del espectro electromagnético, lo cual lo habilita como una sonda
espectroscdpica.

Se encontrd que en los espectros Raman del rojo de rutenio se generan cambios
sustanciales iuego de su adicién a soluciones contenedoras de atrapadores ©
quelantes de iones Ca?*. Ademds, se obsenvd que la adicién de caicio a la
solucién de rojo de rutenio y affapador de calcio, revertian los cambios
generados en los espectros Raman, A pesar de que los cambios en la frecuencia
de absorcion son muy pequeros, después de su enlace al sitio de unién del
calcio en las diferentes moléculas, éstos permiten identificar el tipo de unidén, es
decir, el cambio en el espectro o el desplazamiento en la sefial permite distinguir
cuando el rojo de rutenio se enlaza a sitios de unién proteicos o fosfolipidicos de
las membranas de [os organelcs.

En cuanto a sus propiedades de susceptibiidad magnética, Gleu y Breuel®
reportaron que &l rojo de rutenio es una molécula diamagnética. En cambio Ias
pequenas impurezas de derivados del rojo de rutenio nitrositado’ '8, que se
encuentran en el rojo de mitenio comercial generan el paramagnetismo
observado en las muestras y que inicialmente se consideraba propio del rojo de
rutenio. ’

Ademds, se defermind que esta molécula de rojo de rutenio diamagnética se
convierte en paramagnética por procesos oxidativos dependientes del pH, en
solucién, lo cual brinda una magnifica oportunidad para tratar de entender un
poco Mds de la reactividad guimica de este tipo de compuestos.
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También se ha reportado el estudio del rojo de rutenio como posible compuesto
sonda” en los estudios con resonancia magnética nuclear. £s dectr,
combinando las propiedades fintoriales del rojo de rutenio en microscopia
electrénica y sus caracteristicas magnéticas, puede ser Util para localizar Gtomos
pariculares en el espacio (en este caso rutenio) mediante ia microscopia
electrénica y encontrar moléculas asociadas con estos dtomos de rutenio.
usando la pernurbacion de los espectios de resonancia magnética nuclear por
tales sondas. Se pensd idedmente que la combinacidn de estas técnicas
permitiia rastrear vy localizar moléculas en el espacio’®. De estos estudios
finalimente se concluyd que era posible observar fa preferencia de unidn del rojo
de rutenio a estructuras como polisacdridos y fosfolipidos, especiaimente la
fosfatidiletanolamina, lo cardiolipina y el fosfatidilinositol. Asi, el rojo de rutenio
moshd ser particulamente Gtil como sonda de sitios de unidn de poliaminas en
los diferentes compartimentos celulares.

El rojo de rutenio fue y es actualmente utilizado solo o en combinacidn con el
tetrdxido de osmio como colorante, ya que tifie selectivamente la pared celular y
permite su visuadlizacidn en microscopia éptica y electrénica. Las sustancias
pectinicas son unos de los més importantes constituyentes quimicos de la pared
celuiar, de ahi la gran importancia del rojo de rutenio en la tincién de paredes
celulares.

inicialmente y por muchas decadas se creyd vehementemente que el rojo de
rutenio era un colorante selectivo de los mucopolisacdridos. Sin embargo.,
recientemente se mostrd histolégicamente'?, que el rojo de rutenio se une a una
amplia variedad de macromoleculas, incluyendo ol DNA aislado de gran
variedad de organismos, el &cido péptico, pectinas, heparina, &cido poliacriico,
Gcido polimetacrilico, deido alginico, agar, gel de agaropectina, moco nasdl,
RNA de levaduras, 4cido hialurénico, frombina bovina, goma arébica y en
general a los derivados de celulosas.

El rojo de rutenio tine pectinas intensamente pero no a otros constituyentes de las
paredes celulares. Sin embargo, tlene dos desventajas, la primera es que €l 1ojo
de rutenio no se une de forma completamente especifica a las pectinas y no
puede diferenciar o tefir diferencialmente a la protopectina de la pectina y del
acido péctico o del pectato de calcio.

También se ha reportado®? que el rojo de rutenio interfiere en el fransporte de
calcio en la membrana interna de Ia mitocondria, probablemente por unién
inespecifica del rojo de rutenio a sitios de unién del calcio de baja dfinidad.,
constituidos principalmente de fosfolipidos. Por otro lado, este compuesto no
inhibe el tfransporte de calcio que se lleva a cabo en membranas plasmdticas o
microsomales.
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Ademds, se ha mostrado que el rojo de rutenio interviene en Ia transferencia de
electrones, desde el NADH citoplasmico a la cadena transporiadora de
electrones gque se localiza en la membrana interna de fa mitocondria a nivel ya
sea del citocromo ¢ o de la citocromo oxidasa. Aun se desconoce el
mecanismo por el cual se lievan a cabo estos procesos.
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1.2.- Aplicacion de las propiedades de rojo de tutenio

Como ya se menciond, el rojo de rutenio fue utilizado como colorante de tejidos
vegetdles gracias a sus peculiares propiedades tintoriales en la microscopia
Optica y electrdnica’?, siendo de gran ayuda en el campo de la histologia
vegetal,

Posteriormente se descubrié que el rojo de mufenio posefa la sorprendente
capacidad de inhibir el transporte de calcio de ciertos sistemas bioldgicos, tales
comoe el fransporte de calcio que se verifica en ia membrana intemna de la
mitocondria®®? y ia liberacién del calcio en el reticulo sarcopldsmico?®. En vista
de tales hallozgos y et gran interés por ia comprensién del papel del calcio en los
sisternas biologicos, se empled en muchos de éstos, y actualmente, es una de
las principales herramientas con las que se cuenta para establecer o evidenciar
los mecanismos mediante los cuaigs el calcio interviene en los distintos procesos
celulares tales como la apoptosis®Y?,

En la busqueda de la influencia que el rojo de rutenio pudiera tener en o¥os
sistemas  biologicos, se estudid la influencia de éste en los vegetales,
encontrdndose que es capaz de trabajar como un transportador electrénico en
el proceso de fotosintesis, io cudl pone de manifiesto la inferaccién inherente
entre el rojo de rutenio y este proceso bioldgico?®2°,

Debido a que el r0jo de rutenio es capaz de inhibir muchos procesos celulares
en los cuadles el calcio es la pieza clave, la elucidacidn del mecanismo de
accion del rojo de rutenio nos ayudard a comprender mejor el papel que el
calcio tiene en diferentes procesos celulares, 10 cual nos permitird entender Ias
alteraciones de estos procesos, para entonces poder establecer alguna medida
pPAra su Cormaccion.

Por ejemplo, el entender el mecanismo por el cual el calcio desencadena el
proceso apoptdtico podria emplearse para establecer un fratomiento contra el
cancer, estimulando dichos procesos apoptdticos.

Recientemente se ha demostrado que &l rojo de rutenio inhibe Ia unién Ca?t-
calmoduling indispensable para la activacion de la cinasa encargada de
activar a la miosina® y fambién inhibe a otras enzimas dependientes de calcio,
como las fosfodiesterasas que intervienen en el proceso de degradacion de los
Qcidos nucleicos a nucledtidos®.
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1.3.- Importancia del calcio en los seres vivos

1.3.1. Quimica de coordinacién y funciones biolégicas del
calcio®Y ¥

Como es bien sabido, el calcio es un elemento esencial para cualquier forma
de vida ya que tiene un gran nimero de funciones. Como ejemplos concretos,
podemos mencionar que €l calclo participa en:

A) Parte estructural de huesos de verfebrados,

B) Interviene en los procesos de regulacion de la contraccién muscular,
C) Interviene en la regulacién de la secrecién,

D) Interviene en la fransmisién de los impulsos nenviosos,

E) Mantiene en niveles fisioldgicos la presién osmética,

F) Es esencial para el movimiento del citoesqueleto,

) Se requiere de él en la cascada de la coagulacién sanguinea,

H) Actla en una gran cantidad de procesos enzimdticos como segundo
mensagjero,

) Interviene en e proceso de fotosintesis,

J) Es cofactor enzimdatico,

K) Participa en muchas de las actividades de adhesién entre Ias células,

L) Interviene en el proceso de apoptosis © muerte celular programada,

M) Participa en el sistema inmune para que este lleve a cabo sus
funciones de defensq,

N) Su presencia es vital en procesos cefulares mas generales, como son la
motilidad, el crecimiento y la divisién celular, entre ofras muchas
funciones celulares,

Q) Es un Importante activador del metabolismo oxidativo y

P) Participa en la regulacién de vias metabdlicas,

En los sistemas biologicos, las concentraciones de calcio son estrictamente
controladas tanto dentro de las células como en el resto de los compartimentos
celulares y en los fluidos extraceluiares.

En una célula en condiciones de reposo, por lo generdl la concentracién
infracelular de Ca** se mantiene en un nivel bajo, de 10°M {aunque algunos
qutores creen que este valor no es constante entre los diferentes tipos celulares,
debido @ la diversidad de funciones celulares) contra un gradiente de
concentracion, y el calcio extracelular estd aproximadamente en 105M. Cuando
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la célula es estimulada, por ejemplo durante la contraccion muscular, se
produce una enfrada de Ca?* a través de la membrana plasmdtica y aumenta
la concentracién intraceldlar, Los iones de calcio entonces se encuentran en un
estado constante de flujo entre los diferentes compartimentos celulares y hasta
entre las células, Ademds, si la concentracidn de calcio en el citoplasma
alcanza el valor de 10° M, la destruccién de 1a célula comienza, al activarse de
inmediato proteasas internas.

El calcio libre en los fiuidos extracelulares es mantenido a una concentracion
cercana a 10° M lo cual permite a las células manipular la precipitacién de
carbonatos (por ejemplo los caparazones de crustdceos), fosfatos (huesos) y
oxalatos (estructuras vegetales), Hacemaos hincapié en la necesidad absoluta de
constancla en las concentraciones de calcio libre en los organismos complejos,
dada la existencia de un estrecho rango de concentraciones entie g
esponténea precipitacién mineral en un sitio y los niveles de calcio necesarios
para el mantenimiento de las estructuras extracelulares, tales como el tejido
conectivo, entre otros,

Ahora se sabe que existe un pequenisimo rango de concentracion de calcio por
el cual se presenta un error de funcionamiento en el ¢control del calcio, como el
que presentan los ancianos, a declr, osteoporosis, calcificacion de arterias, enire
otros, 10s cuales requieren de una total comprension en aras de! disefio de una
tergpia © un programa preventivo en el control del calcio.

A escala macroscopica, este elemento tiene un papel central en el
funcionamienio de 10s tejidos nenvioso y muscular. Para que estos dos tejidos
funcionen se necesitan rdpidos y grandes cambios en las concentraciones de
caicio. Para efectuar dichos cambios, ha evolucionado una familia de proteinas
que confrolan el calcio. Algunas de éstas operan en el fransporte vy
almacenamiento, mientias que otras pueden ya sea liberar o atrapar calcio con
gran rapldez en respuesta a un estimulo bioguimico especifico.

El calcio(ll) es un catién duro no polarizable que tiene una dfinidad similar - por
ligantes de tipo oxo. Las proteinas que se unen ab calcio poseen Muchos
aminodacidos que tienen funciones de carboxilato, como los Geldos aspdrico y
glutamico.

A partir de 1970 se considerd al caicio como otro mensajero intracelular y, mds
adelante, se reconocid que actla principaimente por medio de una serie de
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proteinas que tienen la capacidad de fijar el Ca? y de senir como
intermediarias para su accién reguladora.

De ahi que Ia compresion absoluta del mecanismo de regulacion del calcio en
los organismos vivos, es de suma jmportancia para dilucidar algunos de los
procesos enlistados que aln no tienen una total explicacion.

En todos los casos la estricta regulacién de las concenfraciones de calcio entre
los diversos compartimentos celulares es indispensable para que éstas se lleven
a cabo satisfactoriamente.

El calclo se encuentra en resenvas especificas entre los distintos compartimentos
celulares. El citoplasma, la mitocondria, €l reticulo endoplésmico, el nucleo v el
aparqto de Golgi cuentan con sus propias reservas de calcio que se mantienen
en equiibrio y constantes gracias a finos sistemas de fransporte, De tales datos se
sabe que una de las mds importantes funciones de la mitocondria consiste en
mantener los niveles normales de calcio en los distintos compartimentos para de
esta forma asegurar el buen funcionamiento de la célula. |

Una parte del cdlcio Intracelular se encuentra unido a nucledtidos, distintos
metabolitos o ligandos, o unidos a los componentes membranales, mientras que
otra porcién del calcio intracelular se encuentra libre en solucion en pequeia
cantidad y varigble en concentracion. Se sabe que en redlidad existe un
gradiente de concentracién del calcio del interior al exterior de la célula.

Actuamente se cuenta con mucha informacion de 1os mecanismos mediante
los cuales se mantiene el fiujo del calcio en el citoplasma de las células
eucanotas. Sin embargo, permanece sin explicacion el como 10s organelos son
capaces de mantener los niveles de calcio constantes.
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ATPasa
de
calcio

Figura 11, Este diagrama®™ muestra las actividades Intracelulares que son reguiadas por
las concentraciones de calcio existentes. Se encuentran dentro de éstas el control
mediante calmodulina (CaM) de procesos como el metabolismo, formacién biominerdl,

la tensidn en los microfilamentos (1), vy el bombeo mediante ATPasas. La proteina
anexina ANN confrola la secrecion de calcio de las vesiculas y mantiene la interaccidn
entre membrana y filamentos. El fransporte de calcio se encuentra confrolado por la
proteina de unién a calcio intestinal (ICBP), y las concentraciones de calcio son
confroladas por la accidn de la parvabdmina (PV). W. Kaim y B. Scwederskk.
Biocinorganic Chemistry.

El caicio es un cation divalente de gran famafio, con un radio de 114 pm vy se
encuentra disponible en todo el planeta, cuyas sales mds comunes son
parciaimente solubles. Tiene una fuerza de enlace intermedia fanto en
estructuras inorgdnicas como en molécuias orgdnicas, si se compara con la
enorme fuerza de enlace que presentan los metales gue se encuentran enire 1os
fransicionales, como es el caso del zinc, el cual es sumamente Utif en el control
de los cambios conformacionales y en general en muchas de las actividades
celulares.

Frecuentemente, calcio y sodio se unen al mismo tipo de ligantes por poseer
unos radios similares, Sin embargo, el calclo es mdas polarizable y puede ser
distinguido por ligantes con sustituyentes hidrofébicos.

Es necesario que los disparadores de la respuesta a las concentraciones de

calcio sean rGpidos y mediados mediante enlaces de fuerza intermedia, para
que su efectividad sea mdéxima.
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Los hallazgos mdas importantes sobre la reactividad del calcio se resumen de o
siguiente manera:

1.- La capacidad de union del calcio es selectiva como resultado de: a) su
capacidad de interaccldn con donadores oxigenados neutros, tales como los
grupos carbonilo y alcoholes, un tipe de interaccién que casi nunca se presenta
en la quimica del magnesio en solucién, ejerciendo por tanto una competencia
con el sodio: y b) su capacidad de unidn a un gran numero de centros
reversivlemente, una habilidad no compartida por el magnesio ni por peguenos
cationes comao el zinc, cuyo radio es de 88 pm. Estos dos factores dan al calcio
una capacidad de unidn muy selectiva, basado principalmente en su relacién
carga-radio, los cuales dan origen a un agente formador de enlaces
transversales ideal, como se ha observado en las estructuras de calcio de
compuestos y complejos, por ejlemplo en las paredes celulares y membranas
bicidgicas.

2.- Las estructuras con calclo difieren de aquellas gue cuentan con magnesio, el
otro elemento divalente mds importante para Ios seres vivos, El calcio como el
potasio, sodio, estroncio, bario v la mayoria de los cationes de los lantdnidos,
poseen altos nimeros de coordinacion en compuestos y complejos. La
geometria que los complejos presentan es generaimente distorsionada, esiando
controlada, tanto por la segunda esfera de coordinacién y solvatacion en
solucién, como por la primera esfera de coordinacién, Esto explica porqué el
calcio es utilizado en la naturaleza para la estabilizacion de paredes celulares y
ofras estructuras, ya que involucra sitios con geometria distorsionada y nimeros
de coordinacion elevados, tales como los niimeros de coordinacién 4, 6, 7, 8, 9,
10 y 12. Un ejemplo es el caso de la parvalbumina, una proteina de los
musculos de los peces en lo cudl la coodinacién del calcio es
aproximadamente tetraédrica (figura 12).

Asp= Aspartalo
Glu = Glutamato

(Asp)

(Asp)
Figura 12. Representacidon esquemdtica del centro de unién del calcio en la
parvalbuming. La coordinacion del ion cailcio es aproximadamente tetraédiica. 1. S.
Butier y J. F. Harrod. Quimica inorgdnica. Addison-Wesley Iberoamericana.1992.
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3.- Los estudios cingticos muestran que el comportamiento de los complejos de
calcio en los sistemas vivos es muy diferente del comportamiento de los
compigjos de calcio no presentes en estos, principalmente en dos aspectos:
primero, el calcio intercambia agua a un valor muy cercano del limite de
difusién que es de 10'°s”. En segundo lugar, dentro del complejo, 1os figantes en
el ion de calcio mantienen movimientos fluctuantes.

1.3.2. Tipos de interaccién del calcio con las proteinas®

Los principales grupos donadores en las proteinas que se pueden combinar con
el calcio son los centros carbonilo y oxhidrilo. Estos grupos pueden encontrarse
préximos_entre si de diferentes formas, pero se conocen sdlo tres estruciuras
diferentes bdsicas en las moléculas bioldgicas. La primera incluye un fimitado
grupo de donadores mantenidos proxXmos entre si en la cadena proteica,
donde [a unién del calcio no genera la formacién de enlaces transversales en Ia
proteina entre partes lejanas de la secuencia, con el fin de favorecer la fuerza
del enlace. Este es el tipo de enlace que se presenta en la calmoduling Yy en
otras de las profeinas activadoras intracelulares. Es muy probable que durante I
falta de calcio unido a los sitios de unidn, éstos se mueven constantemente Y
dan lugar a una repulsion electrostdtica de considerable magnitud entre el gran
numero de centros negativamente cargados.

El segundo tipo de unidn involucra la participacién de aminodcidos localizados a
posiciones distantes entre si en la cadena profeica y depende en gran medida
de la fuerza del enlace para dar lugar a una cavidad inmévil para el calcio. Un
ejemplo de este tipo de estructura se encuentra en la fosfolipasa A,. Las
relevantes diferencias entre estos dos tipos de sitios de unidn se deben a: 1] el
efecto del calcio en las estructuras v 2) la velocidad de activacién de las
reacciones. Este sitio de unién que no presenta una gran tensién, se eniaza
rapidamente al calcio, generando un gjuste considerable de ia estructura de la
proteina terciaria.

La bien definida cavidad del sitio de unidn del calcio lo Incorpora lentamente, o
que no representa vituaimente un cambio conformacional.

El tercer tipo de sitio de unidn de calcio contiene una gran serie de aniones en la
superficie, muchas veces pertenecientes a polimeros tomados al azar, los cuales
se mantienen enlazados a la cadena y entre los cuales el calcio es capaz de
vigjar r@pidamente, como ejemplos se tienen a algunas fosfoproteinas, las
glucoproteinas anidnicas del tejido conectivo y los péptidos que muestran en su
estructura al gama-carboxiglutamato tales como la protrombina y la proteina
éseq osteocalcina.
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Las profeinas Gla (que poseen y-carboxigiutamato) requieren de vitamina K para
su blosintesis, y en paricular para la formacién de los residucs y-
carboxiglutamato (figura 13). El grupo y-carboxiglutamato parece ser un
excelente sitio de unidn del calcio™.

—NH == CH = c—
CHy
CH=——00
CoO”
y—-Carboxiglutamato

Figura 13. Representacion esquematica del grupo y-carboxigiutamato

A la fecha se ha aislado un gran ndmero de proteinas las cudles necesitan
inferaccionar con el calcio para llevar a cabo sus funciones, de fuentes tanto
intracelulares como extracelulares” %, Todas ellas estdn involucradas en los
procesos de almacenamiento del calcio, en e mantenimiento de las
concentraciones constantes de calcio en los diferentes comparimentos
celulares y en el disparo de un amplio rango de procesos que involucran el
transporfe membranal, secrecldn y acciones enzimdticas. Algunas de las
proteinas de este tipo mds importantes se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 1 Algunas proteinas relacionadas con el calcio

Proteina Funcion

Profrombina Disparador extracelular

Calmoduling Bisparador infracelutar de enzimas y bombas
Troponina C Disparador de sistemas de contraccidn
Miocinasa Disparadior de algunas células musculares -
5100 Disparadoer de células nenviosas

Calcineurnna Fosfoproteinfosfatasas

CaBp intestinal Transporte de calcio

Parvalburmina Modulados de las concenfriaciones de calcio
Calsequesfrina Almacendije infracelular

Calelecttina Promocién de agregacion memibranal
Proteinas del Hueso | Proteinas Gla :

Profeinas Salivales Proteccién dental (ricas en prolina)

Estatering
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1.3.3. El calcio como estabilizante estructural

Se ha reportado una gran cantidad de estructuras bioldgicas en las cuales el
calcio es de vital importancia para el mantenimiento de las mismas. Los iones
de calcio son necesaiios para enlazar los compuestos agregados de 24
subunidades del acareador hemocianing de  Limulus polyphemus en la
molécula de conformacién nativa  constituida  por 48 subunidades®,
Probablemente por el cardcter divalente del calcio, éste puede enlazarse a los
grupos negativos de las subunidades. Esta es la misma explicacién que se ha
sugerido para la estabilzacion de  Ia hemoglobina gigante llamada
ertrocruonng®,

Aunque se sabe de la existencia de Mg, Zn?* y Ca?** en las paredes celulares
bacterianas, parece ser de particular importancia Ia presencia del calcio en
estas estructuras para el mantenimiento de su infegridad. probablemente por su
capacidad de enlazar grupos carboxilatos. La incubacién de Pseudomonas
Qeruginosa en presencia de EDTA un agente secuestrador del caicio, generq
especies osmoticamente fragiles, las cuales pueden ser restauradas mediante la
posterior incorporacion de calcio al medio de cultivo,

1.4.-Transporte de calcio y regulacion de sus concentraciones
en la célula

El aumento o la disminucién de la concentracién de calcio ya sea en el interior
de la celula (figura 14) o en los liquidos extracelulares pueden disparar una gran
cantidad de procesos fisioldgicos y bioguiricos.

Para la mejor comprensién de los procesos es necesario entender como el
Calcio es capaz de acceder al interior de las células, conocer el sitio de unién
del calcio en las estructuras celulares, determinar como es Que se redlizan las
actividades subsecuentes a esta interaceidn y como el calcio es removido o
dmacenado del citoplasma o de los organelos.
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Figura 14. Representacion general de una célula eucariota, donde se muestran las
principales estructuras gue la conforman. Voet D, BIOQUIMICA. Ed. Omega.1990.

El Ca?* actlia a menudo como segundo mensajero, de manera similar al AMPc.
Un incremento transitorio de la [Ca?*] cltosdlica provoca numerosas respuestas
celulares, incluyendo la contraccién muscular, a liberacidon de neurotransmisores
y la degradacion de glucdgeno. Ademds el calcio es un importante activador
del mecanismo oxidativo.

En espacios extracelulares, la [Ca*'] (aprox 1500 pM) es cuatro érdenes de
magnitud superior a las concentraciones en el citosol (aprox 0.1 uM). Este
importante gradiente de concentracion se mantiene mediante el transporte
activo de Ca** a través de la membrana plasmdtica, el reticulo endoplésmico
{reficulo sarcopldsmico en el musculo) y la memibrana mitocondrial intema.

La membrana plasmatica y el reticulo endopldsmico contienen ambos una
Ca?*-AlPasa que bombea activamente el Ca?* fuera del citoso! @ expensas de
la hidrélisis de ATP*Y 47, Sus mecanismos cinéticos son muy similares a los de la
(NA*-K*}-ATPasa. De hecho, hay una similitud significativa entre estas proteinas,
sugiriendo que provienen de un antepasado comun (figura 15),
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Figura 15, Mecanismo cinético de la Ca?*-ATPasa. En este caso entrada se refiere al
citosol y salida se refiere a ia parte exterior de la célula para la Ca?*-ATPasa de la
membrana plasmdtica o al lumen del reticulo endopldsmico (reticulo sarcopldsmico)
para la Ca**-ATPasa de dicha membrana. Voet D. Bloquimica. Ed. Omega. 1990

Para que una célula se mantenga en su estado fisioldgico caracteristico, debe
regular las actividades de sus bombas idnicas con precisidn. La regulacién de la
bomba de Ca** en la membrana plasmdatica se controla por el nivel de Ca**,
mediado por camodulina (CaM). Esta proteina eucaridtica ubicua, que une
Ca?*, participa en numerosos procesos reguladores celulares, sefalando el nivel
de Ca?** a una gran variedad de proteinas, incluyendo las bombas de calcio, Ias
proteinas quinasas y 1as proteinas responsables de la motilidad. La secuencia de
148 restos de CaM, muy conservada, presenta el rasgo caracteristico de que la
Lys 116 esta trimetilada, de modo que su amina cuaternarna se encuenira
siempre cargada positivamente, La profeina, cuya estructura de rayos-X fue
determinada por Charles Bugg. tiene una curiosa estructura en forma de pesas,
que consiste en dos dominios globulares conectados por una hélice o con siete
vueltas.

La calmodulina tiene cuatro sitios de fijacién de Ca?* de elevada afinidad, dos
en cada uno de sus dominios globulares. Todos ellos estdn formados por motivos
hélice-lazo-hélice casi superponibles, conocidos como manos EF, también
presentes en ofras proteinas fiiadoras de Ca?™ de estructuras conocidas. En cada
uno de estos sitios, el ion Ca** estd coordinado octaédricamente por Gtomos de
oxigeno de la cadena principal y de las cadenas laterales de la regién del lazo,
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asi como de una molécula de agua asociada a la profeina. La unién del Ca?* a
cualquiera de los dominios de CaM induce un cambio conformacional en dicho
dominio, de forma gue resulta expuesta una reQién hidrofébica rica en Met, que
de offo modo se hallaria ocuita. Esta regidn, a su vez, se une con elevada
ofinidad, aungue con amplia especificidad de secuencia, a las hélices a
bdsicas anfifilicas de las proteinas diana y, con ello, modula las actividades de
estas proteinas. De hecho, segmentos de estas hélices de aproximadamente 20
residucs, asi como heélices anfiflicas compuestas sdlo de restos de Leu, Lys y Trp.
se unen a CaM tan fuertemente como las mismas proteinas diana. La amplia
especificidad de secuencia de CaM se explica, en parte, por la flexibilidad de
sus cadenas laterales de Met, que se cree permiten que sus fragmentos
hidrofdbicos se adapten @ una variedad de cadenas laterales hidrofébicas en
las hélices anfifilicas de las proteinas diana®.

A pesar de la apariencia extendida de CaM, en su estructura de rayos-X, varios
esfudios recientes indican que sus dominios globulgres pueden unirse
simulténeamente a una unica hélice diana. Evidentemente, ia hélice o central
de CaM sive mas como una atadura flexible que como un espaciador rigido,
propiedad que probablemente hace crecer aln mas la variedad de secuencias
diana a las cuales puede unirse CaM.

La Ca?*-calmodulina activa la Ca?*-ATPasa de las membranas plasmdticas. La
activacién, tal como se deduce del estudio de la ATPasa aislada, da lugar a una
disminucion en su K para el Ca?* desde 20 a 0.5 uM. Asi el Ca** regula su
propia concentracion citoplasmdtica de fa siguiente manera: A niveles de Ca?*
por debajo de la constante de disociacién de la calmodulina para el Ca?*,
aproximadamente de 1 uM, la Ca**-ATPasa es relativamente inactiva. Sin
embargo, si la [Ca**] aumenta hasta este nivel, el Ca?* se une a la caimoduling
que, a su vez, se une y activa a la bomba de Ca?*:

Ca’*+ CaM
Ca?"sCaM" + bomba (inactiva)

Ca?*eCaM ebomba (activq)

(CoM® indica calmoduiina activada). Esta interaccién disminuye la K, de la
bomba para el Ca?* hasta un valor por debagjo de la [Ca?*] del ambiente,
haciendo. asl, que el Ca** sea bombeado fuera del citosol, Cuando la [Ca?*]
disminuye suficientemente, el Ca?* se disocia de a camoduiina y esta serie de
sucesos se invierte, inactivando asi la bomba, El sistera completo es, por tanto,
andlogo a la bomba del sumidero de un sétano que se activa
qutomdticamente mediante una boya cuando el agua alcanza un nivel
determinado.
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1.5.- Transporte de cailcio en la membrana interna de la
mitocondria de mamiferos

1.5.1. Mitocondria. Caracteristicas y funciones

Las mitocondrias (del griego: mifos, filamento + chondros, granulo) son el lugar
en el que se verifica la respiracion celular (metabolismo aerobio) en casi todos
los eucarictas. Estos orgdnuios citoplasmicos, que son o suficientemente grandes
para haber sido descubienos por los citdlogos del sigio XIX, varian de tamafo y
de forma pero, con frecuencia, son elipsoidales con dimensiones de dlrededor
de 1.0 x 2.0 pm, casi como una bacteria (figura 16). Una céiula eucaridtica
confiene ftipicamente del orden de 2,000 mitocondrias gque ocupan
aproximadamente, una quinta parte del volumen celular total,

S Fapes

Figura 16. Representacion general de una mitocondria eucariota, donde se muestran
las principales estructuras que la conforman. Voet D. BIOQUIMICA. Ed. Omega.1990

Las mitocondrias, tal como lo revelaron desde un principio los estudios de
microscopia electénica efectuados por George Palade vy Fritiof  Sjdstrand,
poseen dos membranas: una membrana exterior lisa y una membrana intermna
muy plegada cuyas invaginaciones reciben el nombre de crestas. Las
mitocondrias contienen, de este modo, dos compartimentos, el espacio
infermembrancso y el espacico de la matnz internq. Las enzimas que catdlizan las
reacciones de la respiracion son componentes o de la matriz gelatinosa o de ia
membrana mitocondrial interna. Estas enzimas acoplan la oxidacion produciora
de energia de los nutrientes, con la sintesis del trifosfato de adenosina (ATP) que
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precisa energia. El tifosfato de adenosina, después de que ha sido exportado al
resto de la celula, alimenta sus diversos procesos que consumen energia®®,

Las mitocondrias son semejantes a las bacterias en algo mds que tamario v la
forma, El espacio de la matriz contiene DNA especifico de la mitocondria, RNA v
ribosomas que participan en la sintesis de varios componentes mitocondriales.
Ademas, se reproducen por fisién binaria y los procesos respiraforios en los que
intervienen muestran un notable parecido con los de las bacterias aerdbicas
modernas. Estas observaciones conducen a la hipdtesis defendida por Lynn
Margulis, ampliamente aceptada en la actudlidad, de que la mitocondria
evoluciond desde una bacteria aerébica que vivia libre ofiginaimente y que
establecio una relacion simbidtica con un eucaricta anaerobio primitivo. Los
nutrientes suministrados por el eucariota y consumidos por la bacteria fueron,
probablemente, compensados varias veces por el eficaz metabolismo oxidante
que la bacteria conferia al eucariota. Esta hipdtesis estd confirmada por 1a
observacion de que la ameba Pelomyxa pelustris, uno de los pocos eucariotas
que carecen de mitocondrias, hospeda permanentemente bacterias aerdbicas
con las que establece una relacién simbidtica de este tipo.

Asi, como ya lo mencionamos con anferiofidad, la mitocondria es el lugar
donde se lleva a cabo el metabolismo oxidativo eucaridtico. Contiene, como
Albert Lehninger v Eugene Kennedy demostraron en 1948, las enzimas gue
median este proceso, incluyendo la piruvato deshidrogenasa, las enzimas del
ciclo del 4cido citrico, las enzimas que catalizan la oxidaciéon de los acidos
grasos y las enzimas y proteinas redox implicadas en el transporte electrénico y la
fosforllacion oxidativa. £s pues con 1azén que se describe a la mitocondria como
la central “productora de energia” de la célula,

La membrana interna de la mitocondria presenta una gran cantidad de
invaginaciones. El nimero de invaginaciones, denominadas crestas, varia con la
actividad respiratoria del tipo particular de célula. Elio es debido a que los
proteinas que median el fransporte electdnico y la fosforlacion oxidativa estén
unidas a la membrana mitocondrial interna, de modo que la tasa de respiracion
varia con el drea de |a superficie de la membrana, El higado, por ejemplo, que
tiene una tasa de respiracion mds o menos baja, contiene mitocondrias con
relgtivamente pocas crestas, mientras que las célulos del masculo cardiaco
contienen muchas. No obstante, el drea total de las membranas mitocondriales
internas en una célula hepdtica es aproximadamente unas 15 veces mayor que
la de su membrana plasmdtica. El compartimento mitocondrial interno consiste
en una sustancia de apariencia gelatinosa con menos de 50% de agua,
denominada maitriz, que contiene concentraciones notablemente elevadas de
enzimas solubles del metabolismo oxidativo, asi como sustratos, cofactores
nucleotidicos e iones inorgdnicos.
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La matriz contiene también la maquinaria genética mitocondrial -DNA, RNA Yy
fibosomMas- que genera algunas proteinas mitocondriales (pero de ningun modo
todas).

La membrana mitocondrial externa contiene porina, una proteina que forma
poros no especificos, que permiten la libre difusién de moléculas de hasta 10 kD,

La membrana interna, que contiene aproximadamente 75% en peso de
proteinas, es considerablemente mdés rica en protelnas que la membrana
externa. S0lo es completamente permeable al O, CO, vy H,O y contiene, .
ademds de fas proteinas de la cadena respiratoria, numerosas protefinas de
fransporte que controlan el paso de metabolitos como ATP, ADP, plruvato, Ca?* y
fosfato. Esta Impermeabilidad controlada de Ia membrana mitocondrial interna
a la mayoria de los iones, metabolitos y compuestcs de masa molecular
pequena permite la generacion de gradientes i6nicos a través de esta barrera Y
da lugar a la division en compartimentos de funciones metabdlicas entre el
citosol y la mitocondria. Los tres prinCipales fosfolipidos constituyentes de Ia
membrana intema de ia mitocondrias son leciting, fostatidiletanolamina vy
cardiclipina.

1.5.2. Nuevos conocimientos del fransporte de calcio
mitocondrial®é: 48 v 49

En cuanto al fransporte del calcio, los adelantos gue se han obtenido a o largo
del fiempo, en parte se han logrado mediante la aplicacién de agentes
inhibidiores del transporte de calcio, entre elios el rojo de rutenio, legdndose a
reunir la siguiente evidencia.

Puesto que el Ca?*, al igual que el AMPc, funcionda como segundo mensajero, su
concentracion citosdlica debe controlarse con precision.

La mitocondria, el reficulo endopldsmico y los espacios extracelulares actian
como depdsitos de almacenamiento de caicio. Los sisternas de transporte de Ia
membrana mitocondrial interna median separadamente la entrada vy la salida
de Ca?* (figura 17),

La enfrada de Ca? la impulsa el potencial de membrana de la membrang
mitocondrial interna (negativo en el interior), que atrae los iones cargados
positivamente. La velocidad de entrada varfa con ia [Ca**] externa porque a K,
del transporte de Ca* para este sistema es mayor que la concentracién de
Ca?®* citosblica®r®',

31




2 OBJETIVOS

CAPITULO 2

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

A) Redlizar la sinfesis y caracterizacidn de compuestos andlogos al rojo de rutenio,

determinar su actividad en el fransporte de calcio mitocondrial en mamifero y establecer
el mecanismo de accidn en este sisterna bioldgico.

OBJETIVOS PARTICULARES

A,

=

o O

m

Redlizar una completa busqueda bibliogrdfica sobre el 10jo de rutenio y compuestos
analogos,

Sintetizar compuestos andlogos al rojo de rutenio,

Sobre ia base de los resultados obtenidos afinar la ruta de sintesis,

Caracterizar guimicamente los derivados que de tal ruta de sintesis surjan,
Proporcionar conocimientos sobre la reactividad guimica de este tipo de compuestos,

Probar la actividod bicldgica de los andlogos sintetizados y establecer un patrdn
estructura-actividad biolégica,

. Esclarecer el mecanisrmo de inhibicion del rojo de rutenio y compuestos andlogos en el

fransporte de calcio gue se verifica en la membrana intermna de la mitocondria
Aislar la proteina transportadora de calcio,

Buscar posibles aplicaciones a los conocimientos obtenidos,
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- Reactivos

Los reqctivos utiizados son rojo de rmtenio (clouro de  di-u-oxo-
bis(pentamminrutenioflll)) tetramminrutenio(V), 1.10-fenantrolina monohidratada,
hexafluorofosfato de amonio, tfetrafenibborato de sodio y sulfato de calcio
obtenidos de Aldiich Chem. Co. Un lote de fenantrolina se obtuvo tambien de
Mallinckrodt.

El hidrdxido de amonio e hidridxido de sodio (perlas), se obtuvieron de la casa
comerciai J. T. Baker,

Finalmente el carbonato de amonio gradoe reactivo se obtuvo de Malinckrodt.,

En lo que respecta a los disolventes tanto el metanol anhidro grado reactivo
(>99%) como etanol anhidro grado reactivo (>99%) se obtuvieron de Merck o
Aldrich Chem. Co.

3.2.- Técnicas y equipos utilizados

Andlisis Elemental: Las determinaciones del contenido de C, H, N, Cl y P fueron
redlizadas en un microanalizador elemental, en los laboratorios Christopher
Ingold de la Universidad de Londres, Inglaterra.

Espectroscopia Infrarroja: Los espectros de infrarncjo de los compuestos, en
pastilas de KBr, en el intervalo de 4000-460 cm, se obtuvieron con €l
espectrofotébmetro Perkin Elmer, modelo 599 B en la USAl de la Division de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica en la Universidad Nacional
Auténoma de Mexico.

Resonancia magnética nuclear: Los espectros de RMN-'H , RMN-">C, RMN-'*F y
RMN-*'P @ 300 y 500 MHz en DMSO deuterado se obtuvieron a temperatura
ambiente en un equipo Varian VXR 30-S, del Instifuto de Quimica y en un equipo
Varian Unity inova, en la USAI de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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Espectroscopia electrénica: Los espectros UV-Vis de los compuestos sintetizados
y dei rojo de rutenio se obtuvieron en un espectrémetro Hewlett Packard 8452, en
solucion acuosa empleando celdas de cuarzo de 1 cm de paso éptico.

Los espectros en estado sdlido (reflectancia difusa) se obtuvieron a temperatura
ambiente en un equipo Varian Cary 58 UV-Vis-NiR.

Conductancia molar: Las medidas de conductancia molar de 10s nuevos
compuestos sinfetizados se hicleron en soluciones acuosas a 25°C en el
Conductimetro de Hanna Instiuments modelo Hl 8033,

Determinacién del punto de tusién: Las deferminaciones del punto de fusién se
realizaron en un aparato de puntos de fusién Fisher-Johns, modelo 4020,

3.3.- Procedimiento de sintesis de los andlogos al rojo de
rutenio

Para llevar a cabo ia sintesis de compuestos andlogos al roje de rutenio
iniciamos una extensa busqueda bibliogréfica relacionada con 1as propiedades
quimicas del rojo de rutenio, para de esta forma poder disenar la mds
conveniente ruta de sintesis, También se llevdé a cabo una bulsqueda
bibliografica con relacion @ fa sintesis y caracterizaciéon de compuestos andlogos
al rojo de rutenio por un lado v, por otro, buscamos en la bibliografia las ditimas
aplicaciones bioldgicas descubiertas en el rojo de rutenio Y en compuestos
andlogos a éste,

En vista de la informacién obtenida se disefid una ruta de sintesis innovadoraq,
que nos permitic sintetizar los compuestos andlogos al rojo de rutenio,

Despues, fue necesario estudiar toda la evidencia experimental existente hasta la
fecha respecto al efecto inhibidor del rojo de rutenio, en el transporte de calicio
de la membrana interma de la mitocondria, en células de mamifero, con el fin
de sintetizar los compuestos andlogos que aportaran mds informacién sobre el
mecanismo de accidn en el transporte de calclo.

Determinamos que el efecto de la conformacién, el tamario, la aromaticidad v
la carga eran los factores mds relevantes del efecto del rojo de rutenio en el
fransporte de calcio mitocondrial, asl que decidimos modificar la estructura del
ojo de rutenio mediante la sustitucién de ligantes que presentaran estas
caracteristicas.

De la evidencia experimental reportada en Ia bibliografia nos percatamos de
que la precipitacion y cristalizacién del rojo de rutenio’ vy del compuesto
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contiene a las mitocondrias, con una solucidén de KCI 0.1 M, ya con el calcio
marcado que lograron incorporar a la matriz mitocondrial en ese tiempo. El
objetivo de este lavado es eliminar el calcio marcado que no se incorpord pero
que puede permanecer adherido a la membrana mitocondrial externa, el cual
genera resuitados falsamente elevados de la cantidad de calcio incorporada
por la mitocondria.

6.- En el papel filtro, que contiene a las mitocondrias con el calcio marcado
incluido en la matriz mitocondrial, se mide entonces el nimero de cuentas por
minuto que registra como consecuencia de la incorporacién del calcio
radiactivo.

7.- Se hace el mismo tipo de ensayo, pero para determinar la actividad del rojo
de rutenio éste es adicionado al medio en el cual se incuban las mitocondrias, y
se deteimina mediante el mismo procedimienio la cantidad de calclo
radiactivo que permitio el rojo de rutenio que las mitocondrias incorporaran. El
10jo de ruienio es adicionado como soluciones de diferentes concentraciones,
para de esta forma establecer la concentracion de rojo de rutenio que genera
la mayor inhibicion, generdndose una curva patrdn, la cual es empleada para
compararia con el comportamiento que cada uno de los compuestos andlogos
muestra.

8.- Los datos obtenidos son analizados como estudios de cinética enzimdtica
para de esta forma establecer datos importantes como 10 son la I, v 1a Ki.
donde la constante de inhibicién es el valor que se utiliza como pardmetro del
efecto inhibidor de tales compuestos y mediante la que se hace la
comparacién del efecto inhibidor del rojo de rutenio con ios diferentes an&logos.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Caracterizacion del cloruro hexafluorofostato de di-p-oxo-
bis(triamminbisfenantrolinarutenio(lll)) diamminbisfenantrolina
rutenio(lV), RRPhen1

4.1.1. Propiedades fisicas

Este producto es estable bajo condiciones ambientales. El rendimiento
calculado para ia reaccién fue del 46 %.

El compuesto obtenido muestra una coloracién gris verdosa opaca, pere al
microscoplo es posible observar la apariencla microcristalinag de éste, A
continuacién se presenta la fabla 1 en la cual resumimos sus principales
propledades flsicas:

TABLA 1. Propledades fisicas de RRPhenl

Fémula PM{g/moi) Color Solubilidad

Agua (purpurQ) +++

Acetona (purpurq) +++

Gris verdoso | Metanol (verde) +++

C7:0,RUN,H;,,ClL(PFJ, | 209412 | microcristaling | Acetonitriio (verde) ++
Etanol +

Diclorometano +

Hexano +

CS, (purpurq) +

+ insoluble, ++ parciaglmente soluble v + + + soluble

Como es posible observar de la tabla, se trata de un compuesto soluble en la
mayoria de los disolventes polares, presentando adicionaimente propledades
coloridas singulares, ya que las soluciones acuosas adquieren una coloraciéon
pUrpura, mMientras que las soluciones en metanol son verdes.

Este compuesto descompone por arriba de 250 °C.
Tambign determinamos que ia adiciéon de HCI a una solucién acuosa de este

compuesto acelera su proceso de oxidacion, mientras que la adicion de una
solucion concentrada de sosa genera la decoloracion de la solucion.
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El producto obtenido se caracterzd por medio de andlisis elemental,
espectroscopia de infrarojo, espectroscopia de resonancia magnetica nuclear
proténica y de carbono 13, espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de fésforo, espectroscopia de resonancic magnética nuclear de  fldor,
espectroscopia W-Vis en sblido (reflectancia  difusa) y en  solucion y
conductancia molar.

De agcuerdo a la ruta de sintesis, es necesario disolver el rojo de rutenio (0.3 g) en
la minima cantidad de agua (aprox. 10 mL), bajo corriente de nittdgeno, para
evitar al mdéximo la posible oxidacién de este compuesto al andlogo cafe.

3in embargo es conveniente mencionar que nuestra experiencia dicta que la
oxidacién no se efectta fan ré@pidamente como en la bibliografia se ha
mencionado, aun cuando hemos tomado en todos los casos esta precaucion.

La solucién inmediatamente es fitrada bajo atmdésfera de nifrdgeno,
nuevamente con la finalidad de prevenir la formacién adicional de café de
rutenio por la exposicién del reactivo con el aire. La filfracion del rojo de rutenio
disuelto en agua se hace con &l fin de separar cualquier impureza insoluble que
el reactivo pudiera contener',

La solucidn recién filtrada de rojo de rutenio se adiciona a un matraz bola en el
cual se encuentra la fenantrolina previamente disuelta en metanol (30 mL).

En esta sintesis decidimos adicionar la fenantrolina en relacion 4:1 respecto al
rojo de rutenio, con el fin de llevar a cabo la sustitucion de algunas de las
posicionas en la estructura metdlica.

Una vez con ambos reactivos en el matiaz de reaccion, se cierna rapidamente el
sistemna v se procede a mantener la mezcia de reaccidn en agitacion constante
durante 24 horas bajo atmdstera de nitrdgeno, empleando par elio la finea de
vacio.

La reaccidén se lleva a cabo en una atmaosfera inerte de N,, ya que como se ha
reportado es posible que el oxigeno ambiental sea capaz de oxidar al rojo de
ufenio a café de rutenio, modificdndose de esta manera la valencia del cation,
lo que resultaria inconveniente para nuestios propositos.

En esta reaccidn, la experlencia nos ha dictado que es muy importante
conservar estrictamente las cantidades o proporciones de los diferentes
reactivos, no dlterar los Hempos de reaccién como tampoco las temperaturas
de reaccién, ya que por ejemplo enconframos que un incremento de la
temperatura (por ariba de 70°C) de la solucién acuosa del rojo de rutenio
acelera su oxidacion al café de rutenio y un calentamiento, por ariba de 100°C
genera la descomposicion del rojo de rutenio.
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Una vez adicionado el contraién con el fin de facilitar la precipitacion de
compussto, al proceder a elminar el exceso de disolvente mediante vacio
pudimos observar la formacidn de un precipifado osCuro que al secarse por
completo adaguirnd una coloracion gris verdoso.

Este sélido se lavéd exhaustivamente bajo una corriente de nitrbgeno con etandl
dado que resultd insoluble el producto. De esta forma pudimos eliminar
f&cilmente la fenantrolina remanente, no coordinada a la estructura metdlica,

4.1.2. Andlisis elemenial

En la tabla 2 se da la férmula minima calculada a partir de los resultados del
andlisis glemental.
TABLA 2. Andlisis Elermental de RRPhent.

Elemento C N H
% Expermental 4210 13.64 3.61
% Tedrco 41.26 13.37 3.47

De los cuadles se propone la férmula minima C,,O,RUNyH7,Cla(PF )y con un peso
molecular de 2094.12, 10 que representa la coordinacién de 6 moléculas de
fenantrolina a la estructura metdlica.

De esta forma, se propone que los rutenios se encuentran unidos a 8 grupos
aminos remanentes v los contraiones que se presentan en cada una de las
moléculas del andlogo del rojo de rutenio son tres cloruros por tres PF,.

4.1.3. Espectroscopia de Infrarrojo

En los espectios de infrarojo (figuras 3 y 4) podemos observar que, en el
compuesto RRPhenl, la sustitucidn de ias fenantrolinas fue exitosa, pues el
especto de RRPhenl muestra las bandas de vibracién caracteristicas de la
fenantrolina (figura 2), con un ligero corfimiento respecto a las bandas en ésta, o
cual indica que o coordinacién de la fenanfrolina se efectud. Ademds, en el
espectro se observan las bandas caracteristicas de los modos de vibracion de
los grupos amino, coordinados al rojo de rutenio (figura 1).

En términos generales, podemos observar en el espectio de RRPhenl que la
mayoria de las bandas caracteristicas de las materias primas estdn presentes en
el RRPhenl y muestran un ligero cormimiento respecio Q las frecuencias
reportadas en el caso de cada una de las materiales de partida, de tal forma,

48




$ RESULTADOS Y DISCUSION

se sugiere que la coordinacion de las fenantrolinas a 1a estructura metdlica se
levé a cabo.

El espectro IR del rojo de rutenio (figura 1) muestra bandas generadas por 1odos
los modos de vibracién del grupo amino®. En este especiro podemos cbservar
las bandas asignadas a la vibracién de elongacion simetiica a 3228-31 44 cm,
la vibracién de deformacién degenerada, presente a 1616 cm' y de
deformacion simética ubicada a 1298 cm’!, como también la vibracion fipo
“rocking”, localizada a 804 e, Los datos se recopilaron en ia Tabla 3.

En ia fenantroting (figura 2), las bandas mas importantes son las cornespondientes
a la vibracién del anillo aromético como es la banda de elongacion del enlace
=C-H presente a 3058 cm”. la serie de bandas de elongaciéon simétrica
localizadas enfre 1600 y 1500 cm! generadas por el enlace C=C. lgs bandas
de deformacién en el plano del enlace =C-H localizadas a 1216, 1138 y 1090
cem’, y las bandas fuera del plano presentes a 854 y 738 cm’. La Tabla 3a
resume esta informacion,

Es importante mencionar que las bandas intensas localizadas a 831 y 560 cm”,
en el espectro del compuesto andlogo (figura 3 y 4), coresponden al contraion:
el hexafluorofostato de amonio (figura 5). Sin embargo, estas bandas
caracteristicas del contraién se sobreponen a una banda caracteristica del 10jo
de rutenio, la banda de deformaclién tipo “rocking” del enlace N-H de los grupos
amino, localizada a 804 cm' y a dos bandas caracteristicas de la fenantrolina
que son las localizadas a 854 y 738 cm-1, corespondientes Como antes se ha
mencionado a las bandas de deformacién fuera del plano del enlace =C-H.

La asignacién de las bandas presentes en el hexafluorofosfato de amonio se
resume en la siguiente tabla®™:

TABLA 3. Principales bandas en el hexafluorofosfaio de amonio

3132
3040y 1425
830
562

En el espectro de infrarojo del ojo de utenio (figura 1), se observa una banda
adicional @ 1852 cm’ que no corresponde al rojo de rufenio, sind a una
impureza, que es un derivado nitrositado de rutenio.

49




€ RESULTADOS Y DISCUSION

El andlogo contiene a la impureza en una cantidad muy peguefia, constituida

por el derivado nitrasilado de rutenio, ya que el infrarrojo muestra una senal debt,
caracteristica de la vibracién N-O, localizada a 1852 cm™.

La banda de vibracion N-O simétrica se presenta, aproximadamente, entre 1910
y 1810 cm’, mientras gque la banda de vibracién Ru-NO simétrica se presenta
generalmente entre 615 y 600 cm?, se conoce también la existencia de ia
banda localizada entre 590-560 cm’ asignada a la vibracion Ru-NO tipo
“rocking”®' %,

En el espectro de la fenantrolina (figura 2) se pueden observar dos bandas una
muy intensa a 3382 asignada a la vibracion de elongacion simetrica del enlace
O-H del ogua y una de mediana infensidad a 1642 cm’ que coresponde a la
vibracion O-H fuera del plano y esto es consistente con ia presencia en la
materia prima de una molécula de agua de cristalizacion.

Tales sefales de! agua de cristalizacion en la fenantrolina pura, no se presentan
en el espectro de RRPhenl, Esto es una evidencia mds del cambio en la
fenantrolina 1o que indica que la esta se coordiné a la estructura metdlica.

TABLA 3a. Principales bandas en Inframojo de RRPhen1 =<

3228,3144 3300-3100
1616 1618
1299 1296
805 831 cublerta
1852 1852
610 No presente "
3058 3059
1216,1138,1090 | 1218,1140,1098

854 831 cubierta
738 730
1586,1502y 1422 1598y
1510,1422
2920,2851 2918, 2840 |
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.4. Resonancia Magnética Nuclear 'Hy *C

A) Resonancia Magnética Nuclear 'H

Es importante mencionar que en el espectro de rojo de rutenio Unicamente se
observa una banda de mediana intensidad a aproximadamente 4.3 ppm. que
se caracteriza por ser muy ancha (figura 8), correspondiente a los H's de los
grupos amino del compuesto.

En el espectro de RRPhen (figura 9 y 10) observamos las misma bandas gue las
que se presentan en el espectro de la fenantrolina (figura 6 y 7), aunque es
posible observar un ligero desplazamiento de los sefales, indicando que la
fenantrolina se coordind a la estructura metdlica. También por la limpieza del
aspectro podemos inferir que el compuesto se encuentra puro, y, ademds por &!
patrén de sehales podemos determinar que la estructura del andlogo es muy
simétrica, pues las fenantrolinas coordinadas se muestran equivalentes.

Las sefales que se presentan aproximadamente a 7 ppm las asignamos a los
nUcleos en los grupos amino, ya que tales sefales desaparecen después de la
deuteracion {figura 11). Sin embargo no descartfamos que se trate de alguna
impureza ya gue la infegracién de estas sefiales dio valores muy pequenos, casi
cero.

De tfal forma, es posible que las sehales generadas por los protones de los grupos
amino cun coordinados a la estructura metdlica se encuentren bajo la sefal
generada por el DMSO.

Para la asignacién de las sehales analizaremos el espectro de la fenantrolina y la
estructura de la molécula:

Antes de hacer la asignacién de las senales en el espectro, es conveniente
mencionar que la fenanfroling posee 8 hidrdgenos, los cuales por pares son
equivalentes. Los hidrégenos en posicion orfo (de color amarillo) son los que se
encuentran mds desprotegidos por encontrarse mas cerca del nitrégeno, y por
tanto son los que se presentardn a campo Mds bajo. Los hidrégenos en posicidon
para (de color verde) son los que en segundo lugar sienten la desproteccion,
generada por la atraccién que el dtomo de nitrtégeno ejerce sobre los
electrones de los dtomos de hidrogeno, originada principalmente por la

o1




€ RESULTADOS Y DISCUSION

deslocalizacion electrénica propia de la molécula. Por el mismo efecto de
deslocalizacién electrénica los hidrdgenos que se locdalizan fuera de los anilios
piridinicos, que en la figura tienen el color azul, son los que presentan cierta
desprotecciébn menor a la que presentan los dos tipos de hidrégenos antes visfos.
Por iimo, los hidrégenos locdlizados en posicion meta, de color rojo, son 1os
gue sienten menos la electronegatividad del Gtomo de nitrégeno por 1o que se
presentan a campo mas atto.

El mismo comportamiento se encontrd en compuestos con estructuras similares,
como es el caso de la quinoling, 1o cual confirma nuestra asignacién® ¥4,

5 3
QO
9 1

5 N

En las figuras 6 y 7 mostramos el espectro de RMN H de Ia fenantrolina pura con
la correspondiente asignacion de las bandas a los hididgenos en la fenantrolina.

Bl singulete presente en el especiro de la fenanirolina pura (figura 6) a
aproximadamente 3,35 ppm coresponde  esenclamente al agua de
cristalizacién que la materia prima posee.

La multiplicidad de las sefiales se puede explicar considerando que existe un
acoplamiento inicialmente del ndcleo de hidrdégeno en posicién orfo (de color
amarillo} con €l nucleo vecino a éste que se localiza en la posicion mefa en &l
anillo piridinico {de color rojo), pero a la par existe el acoplamiento con el nucleo
de hidrégeno en posicién para (debido a la naturaleza aromdética de la
fenantroling), que en la figura tiene el color verde, por tanto inicialmente se
esperaria un doblete pero debido al acoplamiento adicional “se observa el
desdoblamiento de cada una de las senales del doblete generdndose la sefial
que proponemos se trata de dos dobletes muy préximos entre si. Las constantes
de acoplamiento de tal sefial confiman nuestra propuesta. ks importante
menclonar gue en el caso de este compuesto 10§ espectros se correron en un
equipo de 500 MHz por ello la gran definicion de las sefiales.

La misma explicacién se fiene para la sefial generada por el nicleo de
hidrégeno en posicién para, representado con el color verde.

Debido a la simetria de la molécula es obvio considerar a los hidrégenos que se
localizan fuera de los anillos piridinicos, de color azul equivalentes quimica y
magnéticamente por o cual se presentard una sola sehal, como queda
demostrado en el espectro. Ademds no se presenta ningun fipo de
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

acoplamiento con los demds ndclecs de hidrdégeno, presentes en la molécula
de fenantrolina.

Findmente la sefial generada por los nucleos de hidrdégeno en posicion mefa
(de color rojo), es resultado de que los nicleos de hidrégeno en las posiciones
orto, meta y para del anillo piridinico (representados con os colores amarilio, 1ojo
y verde), no son equivalentes, Es asi, que existe un acoplamiento del nicleo en
posicién meta {fojo), con el nicleo en posicidén orfo (amarillo), lo cual
inicialmente generard@ un doblete. Sin embargo también se tiene el
acoplamiento del hidrébgeno en posicién meta (rojo) con el hidrégeno en
posicion parg {verde), por 10 cual cada sefial del doblete inicial sufrira el
desdoblamiento, presentdndose asi, nuevamente una senal como dos dobletes
mMuy préximos entre i

B) Resonancia Magnética Nuclear '*C

Debido a que los datos de esta espectroscopia para la fenantrolina no se han
reportado en el catdlogo Aldrich ni en el catdlogo Sadtler, la asignacion de las
sehales la realizamos considerando un modelo muy similar del cual st se han
reportado el espectro y la asignacién en el catdlogo Aldrch, que es la guinolina.

Como es posible ooservar en el espectio de la fenantroling pura, se presenta un
patrén caracteristico de sels bandas, cuya asignacién®4® se muestra en el
espectro correspondiente, en la figura 12.

En el espectro de RRPhen1 (figura 13) es visto el mismo patrén de sefales, 10 gue
confirma gue la sustifucién de las fenantrolinas en la estructura metdiica se lievd
a cabo. Nuevamente es posible observar un especiro muy limpio, el cual nos
habla de o pureza del compuesto y por 1o presencia de un solo patrén de
bandas se pone de manifiesto la simetria de la molecula.

El espectro de la quincfina es muy similar y a la fecha se reporfan en taplas 1os
desplazamientos quimicos para cada uno de los nuclecs de carbono, los cuales

se registran a continuacion:
° :TOJ
7 oN 1

8
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TABLA 4, Desplazamientos en RMN H y *C para fa quinolina®™,
NUCLEO 1 2 3 4 5 6 7 8 9
H 8.92 7.39 [ 812 - 7.82 7.54 7.72 8.15 -
30 150.9 | 121.5 | 1360 | 128.7 | 128.3 | 1268 | 1297 [ 1301 | 149

Siguiendo el comportamiento de este compuesto se hizo Ia asignacion de las
seis sefidles en el especito de la fenantriclina, considerando jombién que la
fenantrolina presenta nuevamente nucleos equivalentes y podemos considerar
que los nucleos gque generaran una sefal son los siguientes:

Confirando de esta manera que existen seis nlcleos de carbono generadores
de sefiales y cuatro nlcleos de hidrdgeno que no son equivalentes.

Utilizando el mismo argumento para la asignacion de las sefdles en la
resonancia proténica, encontramos el mismo resuliado que se obtuvo

inicialmente, al considerar los efectos de acoplamiento, 1o cual da certidumbre
a la asignacion de 1as sefiales en la resonancia de cardono.

4.1.5. Resonancia Magnética Nuclear de '°F y °'P

A) Resonancia Magnética Nuclear de "°F

Debido a que se ha reportado en la fiteratura®*® que el hexafluorofosfato de
amonio (NH,PF,} tlende a sufir cambios en su composicién, cuando en su
ambiente quimico se encuentra un Gtomo metdlico, dando origen a la especie
PF,O,, Y dado que existen repores®®’, en donde se menciona, gue
probablemente el catalizador de la hidrdlisis de este compuesto es un rutenio
2+, decidimos que era conveniente hacer el andlisis por medio de resonancia
magnética nuclear, con el fin de detectar si en nuestros andalogos este contraion
presentd esta reactividad.
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Para redlizar € andlisis del espectro de RRPhenl, obtuvimos primeramente el
espectro de RMN 'F del hexafluorofosfato de amonio, cuya fémula es NH,PF,,
en el cual podemos notar la existencia de seis nlcleos de fllor los cuales son
equivalentes entre sl magnéticamente (figura 14), En este espectro se presentan
dos senales, generadas por el acoplamiento que este niclec (fllor) presenta
con el fosforo, pues el fluor 19 vy el fésforo 31 tienen un espin nuclear de =4y
una abundancia del 100% asi que existe un acoplamiento nuclear F-P donde la
multiplicidad estd dada por la siguiente formuia 2ni+ 1. El nimero de nucleos de
fésforo vecinos al fidor es de n=1 y el espin nuclear I=1/2, de donde,
sustituyendo tales datos tenemos que:

Multiplicidad=2*(1)*(1/2)+1=2
Asi se explica el doblete obtenido.
Andlizando este resultado en el espectro de fésforo del andlogo (figura 15)
encontramos un patrdn similar manifestandose que se tiene el mismo contraidn,

y que el hexafluorofosfato no sufiid ningln cambio guimico.

El estandar intemo que se empleo para redlizar el espectro fue el dcido
trifiluoroacético.

B) Resonancia Magnética Nuclear de 3'P

Con el fin de confirmar os resultados anteriores, decidimos obtener un espectro
de RMN *'P de RRPhenl.

Los espectros de RMN de fésforo del hexafluorofosfato de amonio (figura 16), v
del compuesto andlogo al rojo de rutenio (figura 17) muestran un patrén de
sehales similar, por lo que descartamaos cualquier cambio quimico, atribuido a la
reactividad quimica del hexafluorofosfato de amonio.

Sin embargo. es importante andlizar y dar explicacién al comportamiento
encontrado en el hexaflucrofosfato de amonio.

Considerando, que el fésforo y el flkor tienen un espin nuclear de 1= Y% y una
abundancia del 100% queda de manifiesto que existe un acoplamiento nuclear
P-F donde la multiplicidad de la sefial esta dada por la férmula 2nl+1,

El nimero de nlcleos de fltor vecinos al fésfore es de n=6, |=1/2, asl que
sustituyendo estos datos tenemos que:
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Multiplicidad = 2*(6)*(1/2)+1=7

Asl, es de esperarse un heptuplete, el cual estd presente en los espectros de
RMN *'P tanto en la materia prima como en RRPhent, y por tanio no hay cambio
aparente en el contraidén luego de llevar a cabo la reaccién, como se ha
observado en ofros casos.

En el caso de esta técnica, el estdndar que fue empleado para realizar 1as
mediciones fue el acido fostdrico.

4.1.6. Espectroscopia UV-Vis en disolucion y en sdlido

A) UV-Vis en disolucion

El espectro UV-Vis tanto del rojo de rutenio como de la fenantrolina se presentan
en la figura 18 y 19 respectivamente.

En el caso del espectio electdnico del roje de nutenio, se ha reportado que la
presencia de bandas de transferencia de carga, una banda en el visible y altos
coeficientes de extincién son caracteristicos.

El rojo de rutenio por tratarse de un complejo de valencia mixia presenta un
comportamiento por demds infincado ya que se tienen tres centros metdlicos
de los cuales e Ru(lV) con un ambiente octaédrico presenta transiciones
permitidas por espin pero prohibidas por Laporte, Por ofro lado, ef Ru(lll) con un
ambiente octaédrico no presenta transiciones permitidas por espin ni por
Laporte, en un campo fuerte y por ello se esperarian dos bandas y se ha podido
constatar gue efectivamente el rojo de rutenio genera dos bandas. -

Por otra parte es importante menclonar que el rojo de rutenio que se adquiere
comerciaimente presenta unas impurezas que ya han sido identificadas, ias
cuales generan bandas en el espectro del compuesto (figuras 20y 21).

Entre tales impurezas destacan el café de rtenio, el vicleta de jutenio, el
tricloruro de hexamminrutenioflll), e! cloruro de cloropentarnminiuteniofll) vy 10s
nitrosilos de rufenio gue modifican considerablemente el espectro de la materia
prima en la regién WV principalmente,

Es necesario mencionar que el estudio de W-Vis lo realizamos utilizando como
disolvente agua destiada, a diferencia de la mayoria de los estudios que
emplean soluciones amortiguadoras del pH con el fin de mantenerio estable
alrededor 7, pues se considera que el rojo de rutenio se descompone tanio en
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soluciones dGcidas como en soluciones dalcalinas, Sin - embargo, nuestra
experiencia nos ha indicade que el rojo de rutenio es muy estable disuelio en
agua destilada por mucho tiempo, por fres o cuafro meses, por [0 cudl
decidimos realizar nuestros estudios en agua destilada.

En el rojo de rutenio de Aldrich, el coeficiente de extincion calculado para ia
banda presente a 532 nm fue de sélo 4000 nm (figura 22). En ia literatura®'? se
ha reportado que el coeficiente de extincidn de la banda que se presenta en el
visible {aprox. 532 nm} es mucho mayor, de aproximadamente 21000. Este
necho experimental se debe a la presencia de ias impurezas en el rojo de
futenio comercial.

En vista de tales evidencias, decidimos redlizar la purificacién de la materia
pima empleando el mismo procedimienio que se uliiza en los estudios
biolégicos. En la figura 22 podemos observar el espectro del rojo de rutenio sin
purificar y en la figura 18 mostramos el espectro del rojo de rutenio luego de su
purificacién, Adn después del proceso de purificacion permanece una pequena
impureza de violeta de rutenio cuya presencia se identifica con 1a banda a 738
nmM',

En el caso de la fenantrolina es posible observar las bandas producto de la
tfransferencia electénica r—z* de los anillos aromaticos a longitudes de onda
tan bajas como 230 nm con altos coeficientes de extincion (figura 19). Es posible
observar estas bandas en los andlogos al rojo de rutenio lo cual nos indica que
las fenantrolinas se encuentran coordinadas a la estructura metalica.

En el espectro de RRPheni (figuras 23 y 24) es evidente que las bandas intensas
a bagjo de 300 nm son generadas por las fenantrolinas coordinadas, mismas que
resultan muy intensas, mientras que la banda de mediana intensidad que se
encuentra a 535 nm cornesponde al ojo de rutenio. En el caso de este andlogo
se presenta un ligero comnmiento de las sefales de 228 y 263 en la fenantrolina
puraa 230y 254 nm.

Ademds, por la ausencia de otras bandas como ia presente a 460 nm o a 750
nm. se descarta la presencia de café o violeta de rutenio respectivamente, aln
cuando para la sinfesis partimos del rojo de rutenio sin purificar, de tal modo que
el mismo procedimiento de sintesis permitié obtener el andlogo con bastante
pureza.

Del espectio no es facil detectar la presencia de las impurezas de rutenioflll} por
la intensidad de |as sehales generadas por la fenantrolina,

Sin embargo, es posible observar la banda caracteristica del 10jo de rutenio en la
regién visible, la cual ha sido empleada en la mayoria de los trabajos sobre el
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

rojo de rutenio, como un Ut marcador de cambios en la actividad biolégica y
en la reactividad del rojo de rutenio y de compuestos andlogos a este.

Del espectro del rojo de rutenio purificado (figura 18), calculamos, para la banda
en la regién visible, el coeficiente de absorcion molar obteniendose un £=17035.
Este valor es un poco menor al esperado, aunque fespecto a los valores
registrados por la materia prima, es considerablemente elevado.

Para el caso de RRPhenl encontramos un coeficiente de extincion de 14599,

que es elevado y que va de acuerdo con la intensidad de ¢olor que las
soluciones acuosas presentan.

B) UV-Vis en sdlido (reflectancia difusq)

Esta técnica permite determinar la absorbancia propia de la materia sin la
contribucién del disolvente, como se da en el caso de la determinacién del
especto electrénico de la materia en solucién. Sin embargo, el espectro de
absorbancia resultado de la incidencia de un haz luminoso sobre la muestrq, en
la tecnica de reflectancia difusa, es producto de la contribucién de la
absorbancia inherente de la muestra y de fendmenos fisicos asociados tal como
la luz reflejada por la muestia. Asl, esta técnica nos permite detectar
interacciones de la muestia con el disolvente y propiedades particulares de la
muestra.

Inicialmente se muestra el espectro obtenido mediante esta técnica del rojo de
rutenio comercial (figura 28). En el caso del ojo de rutenio, es posible detectar
en el espectro, un comporamiento diferente al que presenta el mismo
compuesto en disolucion, lo cual se puede atribuir a los fendmenos fisicos
caracteristicos de compuestos oscurcs, Emplearemos este comportamiento
como marco de referencia para el estudio de los andlogos al rojo de rutenio.

El especto del compuesto andlogo, RRPhenl, presenta e mismo
comportamiento que el rojo de rutenio, es posible observar las tres senales
principales en 1a reqién del visible con un ligero cormmiento, 1o cual pone de
manifiesto nuevamente gque se redlizd la coordinacion de las fenantrolinas a ia
estructura metdlica {figura 26).

A la fecha no se ha reportado el espectro del rojo de rutenio y de sus anQlogos
mediante esta técnica espectofotomética, y consideramos que la
comprensién del comportamiento del rojo de rutenio con esta técnica serfa
valiosa, por ejemplo, para corroborar los resultados obtenidos por la
espectroscopia WV visible en solucién.
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.7. Conductancia molar -

Con el fin de asegurar que la carga del catién se conservara aun después de
levar a cabo la reaccién de sintesis, decidimos emplear las mediciones de
conductancia molar como herramienta.

Para ello fue necesario iniciaimente obtener una curva patrén de conductancia
molar del 10jo de rutenio ya que no encontramos reportado en la literatura estos
datos para un catién de carga tan alta como la que €l rojo de rutenio presenta.

Una vez realizadas las mediclones correspondientes para la construccion de 1a
curva patrdn a partir de soluciones estandar del rojo de rutenio se trazd dicha
grdfica, la cual presentamos en la Figura 27,

Preparamos una solucién 2.4273x10° molar del RRPhenl encontrando que
presenta una conductancia molar de 29 uS como promedio de Cinco
determinaciones y la conductancia esperada es de 28 uS, valor muy proximo al
experimental. Por lo que la carga del catién se deduce que es de seis.

Por 1o tanto concluimos que el compuesto RRPhenl presenta la coordinacion de
6 fenantrolinas a la estructura metdlica, permaneciendo 8 grupos amino
coordinados a los tres rutenios.

Esto por ende representa un aumento en el nimero de coordinacion de 10s
rutenios a un numero de coordinacion 8, que revisando en la literatura ha sido

reportado frecuentemente para el rutenio y sobre todo en el caso det rutenio 1l
49y 70

Ademds como contraién el catién del andlogo diamagnético del rojo de rutenio
presenta una mezcla de 3 cloruros y tres PR, Por ofra parte es importante
mencionar gque RRPhenl posee una carga 6+ como se demuestra con |as
mediciones de conductancia molar y una pegquefa impureza de derivados
nitrosilados de rutenio, provenientes de la materia prima., como se pudo
determinar mediante R.

La siguiente fémmula estructural representa las cbservaciones anteriores.
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

Reg leq-Toc N

HsN\m/ H%N\\N/ HaN~__ '“//NH3
H3N/ \\ / o NH3 ( \ NH3

| APEPEP

El RRPhen1 tiene un peso molecular de 2094,12 g/mol.

Ci3(PF6)3

El nombre sistemdatico de este compuesto es cloruro hexafluorofosfato de di-p-
oxo-bis{triarmminbisfenantrolinarutenio(iil)} diamminbisfenantrolinarutenioflV).

4.2.- Caracterizacion del cloruro hexafluorofosfato de di-p-oxo-
bis(ammintrisfenantrolinarutenio(lll)) diamminbisfenantrolina
rutenio(lV), RRPhen2

El producto obtenido fue caracterizado por las mismas técnicas que se
emplearon para el andlogo anterior y los resultados se exponen a continuacion:

4.2.1. Propiedades fisicas

Este compuesto presenta una coloracién gris opaca, diferente a la observada
en el caso de RRPhent, que presenta una coloracion gris verde.,

Nuevamente, este compuesto es estable bajo las condiciones ambientales
normales, y aun en solucién acuosa por bastante tiempo.

La observacion del compuesto mediante microscopia dptica permitic deteciar
una apariencia microcristalina.

Fl rendimiento calculado para esta reacciéon fue del 88% y es un compuesto
soluble en la mayoria de |os disolventes polares.
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RRPhen? no presenta en solucién cambios de coloracién en funcion del tipo de
disolvente como las observadas en el caso del andiogo anterior,

En la tabla 5 se presentan algunas de las propiedades fisicas de esfe
compuesto:

TABLA 5. Propiedades fisicas de RRPhen2

Fémula PM{g/mol) Color Solubilidad

Agua ++

Acetona ++
Grisclaro | Metanol +++

CoaNygH7RUSO,CIPF g | 2386.16 Opaco Acetonitiilo (verde) +++
microcristalino | Acetato de etilo + +

Etanol +

Hexano +

CS, (pdrpura) +

+ insoluble, ++ parcicimente soluble y + + + soluble

Este compuesto es parcialmente soluble en los disolventes polares. Este
compuesto resulto ser ligeramente menos soluble en agua, pero fue mas soluble
en acetona y acetonitrilo, que RRPhen1, lo cual nos hace suponer que RRPhen?
posee un ligeramente mayor cardeter no polar. Se encontro también que
RRPhen?2 descompone por arriba de 250 °C.

Este compuesto también se oxida rdpidamente en presencia de HCI diluido y
descompone en presencia de soluciones de NAOH.

4.2.2. Andlisis elemental

Ei andlisis elemental de este compuesto generé los resulfados que son
concentrados en la tabla 6:

TABLA 6. Andiisis Elermental de RRPhen?2
Elemento C N Cl P H

% Expetimental | 48.41 13.64 3.04 470 |- 3.33
% Calculado 48.32 11.74 3.89 4.46 3.21

El resultado nos indica la sigulente férmula minima:

CoeNaoH76RUZOCLPF 14
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la que constituye la coordinacién de 8 moléculas de fenantrolina a la estructura
metdlica, conservando 4 grupos amino coordinados.

Para la formula minima que establecemos se tienen un peso molecular de
2386.16 g/mol.

Debido a la naturaleza quelante de la fenantrolina creemos muy poco probable
que la fenantrolina se una al rutenio por sdlo uno de los nifrégencs, es Mmas
probable entonces que al coordinarse la fenantrolina se genere un aumento en
el nimero de coordinacién, de é a 8, hecho que confima ia afimacién en el
caso del compuesto RRPhenl.

4.2.3, Espectroscopia de Infrarrojo

En el caso de este andlogo, RRPhen2, (figura 28 y 29) encontramos un
componamiento similar al andlogo anterior, las principales bandas de las
materias primas y las asignaciones correspondientes en el caso de este andlogo
se resumen en la siguiente tabla:

TABLA 7. Principales bandas en Infrarojo de RRPhen2, rojo de rutenio y
fenanirolina

1

3028.3144

1616 1620

1299 1296

805 838 cublerta

1852 1852

610 No presente 1‘
3058 3052

1216,1138,1090 | 1218,1141,1097

854 838 cubierta

738 730 {

1586,1602 y 1422

2920,2851

2918, 2840 l
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que en el espectro es posible observar a las bandas caracteristicas de
la fenantrolina recoridas con respecto a la fenantrolina libre, en el espectro de
RRPhen?2, se concluye que si se coordind a la estructura metdlica.

También es importante menclonar, que las bandas caracteristicas en la
fenantroling, asignadas al agua de cristalizacién no se observan en el

compuesto anélogo, por lo cual proponemos 1a coordinacion de la fenantrolina
a la estructura metdlica ya que existe un cambio evidente en ésta.

4.2.4. Resonancia Magnética Nuclear 'Hy *C

A) Resonancia Magnética Nuclear 'H

En esta técnica podemos observar sl es que efectivamente la coordinacion de
la fenantrolina se llevé a cabo dado que el 10jo de rutenio per se solo presenia
un tipo de sefial que se atribuye a los protones de los grupos amino coordinados
a la estructura mefdlica y dicha sefial se presenta aproximadamente a 4.3 ppm
y se trata de una sefal de mediana intensidad caracterizada por ser muy
ancha, asi que de lograrse la coordinacién nuevamente esperamos encontrar
un patrén de sefiales muy similar al que se observa en la fenantrolina, generado
por los nicleos de hidrégeno en ésta. En el espectro de RRPhen? (figura 30 y 31)
observamos el mismo patrén de bandas que se presentan en el espectio de la
fenantroling (figura 6 y 7), aunque es posible observar un desplazamiento de las
sefales en comparacién con la fenantroling, (0 cual es indicativo de que la
fenantrolina se coordind a la estructura metdlica.

Es también importante mencionar que el compuesto se encuentra puro, Como
lo demuestra el espectro, ademds. de 10s sefales podemos inferir que las
fenantrolinas se encuentran coordinadas a la estructura metdlica de forma tat
que todas las fenantrolinas coordinadas son equivalentes, por lo cual se trata de
una estructura muy simétrica.

Las seficles que se presentan a aproximadamente a 7.2 ppm las asignamos a
los grupos amino presentes en la estructura metdlica ya que como podemos
observar desaparecen luego del intercambio con agua deuterada (figura 32),
sin descartar la posibilidad de que se trate de una impweza, la cual posee
ndcleos proténicos écidos como el caso de ios compuestos aminados.

La asignacién de las sefales ya se discutié detalladamente en el capitulo
comespondiente a la resonancia magnética proténica del andlogo RRPhenl.
Ademds en la figura 6 mostramos el especto de RMN H de la fenantroling pura
con la conrespondiente asignacion de las bandas con 1os nicleos de hidrogenos
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

corespondientes de la fenantrolina. También es importante mencionar que ia
banda intensa en la figura 6 que se presenta aproximadamente d 3.35 ppm
coresponde esenciaimente al agua de cristalizacién que la materia prima
posee.

B) Resonancia Magnética Nuclear de RMN *C

Creemos importante recordar que en el espectio de la fenantrolina pura, se
observan seis bandas caracteristicas cuya asignacién se iustra en el espectro
corespondiente, en la figura 12, Dicha asignacion como ya se ha explicado
antes, se hizo tomando como feferencia @ la quinoiina compuesto
extensamente estudiado. :

En ef espectio del compuesto andiogo se observa el mismo patron de sefdles,
con un pequeno corimiento de todas, lo que confirma que la sustitucion de las
fenantrolinas en la estructura metdlica se flevé a cabo. Nuevamente es posible
observar un especto muy limpio, el cual nos habla de la pureza del compuesfo
y por la presencia de un solo patrén de bandas en el espectro se pone de
manifiesto la simetria de la molécula (figuras 33 y 34).

4.2.5. Resonancia Magnética Nuclear de °F y *'P

A) Resonancia Magnética Nucleqr de '°F

Como va lo hemos mencionado, decidimos utilizar esta resonancia debido a la
posibiidad de la generacién de una reaccién de hidrdlisis en el contraion, el
hexafluorofosfato de amonio, gque generalmente da origen a la especie
aniénica PO,F,, como ya a sido reportado ampliamente en la literatura, fo cual
podria alterar de manera significativa nuestros resuttados. '

Ya que comomos‘con el espectio de RMN '°F del hexafluorofosfato de amonio
(figura 14) redlizamos la comparacién con el espectro det andlogo (figura _35).

En ambos espectros podemos observar el mismo patdn, se presentan dos
sefales producto del acoplamiento existente entre los nicleos de Fitor-Fdsforo,
pues el fldor 19 y el fésforo 31 tienen un espin nuclear de I='2y una abundancia
del 100%. Como ya se explicd la muttiplicidad dada por la férmula 2nl+1 nos da
un valor de 2.

El desplazamiento de las sefiales es muy similar 1o que confirma que el contralon
hasta este momento no ha sufrido cambio.
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B) Resonancia Magnética Nuclear de °'P

Nuevamente debido a que se reporta que el hexafluorofosfato de amonio
posee cierta reactividad quimica decidimos observar el comportamiento que el
fésforo, en ef contraldn de RRPhen?2, presenta en la resonancia.

Una vez con Ios espectros de RMN 3P del hexafluorofostato de amonio (figura 16)
y del andlogo ffigura 36), realizamos la comparacion encontrGndose ef mismo
comportamiento. Con tal evidencia experimental se descarta cualquier cambio
qQuimico.

De la presencia de las siete sefiales ya explicadas, sélo es importante mencionar
gue existe un acoplamiento entre el nicleo de fésforo y de flior los cuales
poseen un espin nuclear de 1=% y una abundancia del 100% donde la
muitiplicidad de la sefnal esta dada por ia férmula 2nl+1, que da un valor de 7
en este caso, debido al nimero de nicleos vecinos. '

4.2.6, Espectroscopia UV-Vis en disolucion y en sdlido .

A} UV-Vis en disolucion

El espectio del compuesto andlogo al rojo de rutenio se muestra en las figuras 37
y 38.

En este espectio podemos observar la banda en el visible, caracteristica del rojo
de rutenio y las bandas tipicas de la fenantroling, de donde podemos percibir
que se trata de un espectro muy similar al de RRPhenl. Sin embargo, es
importante hacer notar que el coeficiente de extincidn molar es de 2437, que es
& veces menor al coeficiente de absorcién del RRPhenl. Este hecho 10
confirmamos experimentaimente, mediante la observacion de que las
soluclones de este andlogo no muestran infensidad gue ias soluciones acuosas
del RRPhen presentan. ‘

Por ofra parte, es posible observar una banda a aproximadamente 739 nm,
corespondiente @ una pequeha impureza de violeta de rutenio, del cual ya se
ha discutido ampliomente en los capitulos | v 4, seccidn 4.1.6. de esta tesls.

las bandas generadas por las  transiciones electrénicas en los anillos

fenantrolinicos son similares a las observadas en ia materia prima, aunque con
ligeros desplazamientos en la regidn WV.
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

B) UV-Vis en sélido (reflectancia difusa)

El comportamiento que el derivado del rojo de rutenio tiene, s ligeramente
diferente, Podemos ver una banda intensa a aproximadamenie 280 nm que la
atribuimos a la gran cantidad de fenantrolinas coordinadas gue en esta
cantidad le dan este comporamiento diferente al compuesto. Es necesario
realizar una investigacién profunda empleando esta tecnica espectrofotométrica
con el fin de establecer una explicacién a esta diferencia (figuras 39 y 40),

4.2.7. Determinacion de conductancia molar

En el caso de este andlogo se prepard una solucién molar de concentracion de
1.1734x10% a la cual tedricamente le corresponde una conductividad de 72 S,
mientras que expermentalmente se encontrd una conductividad de 73 s, tales
valores son muy proximos entre si 1o que pone de manifiesto que la carga del
catién de RRPhen2 es de 6 cargas positivas,

Asi la proximidad entre los resultados experimental y tedrico nos permite concluir
que el compuesto conserva fa carga 6+ y por tanto en los estudios biologicos
solamente se determinard la influencia de la conformacién y la forma y no de la
caQrga.

En vista de tal evidencia observamos que € compuesto RRPhen2 analizado es
un compuesto andlogo al rojo de rutenio gque presenta la coordinacion de 8
molécuias de fenantroling a 1os nicleos metdlicos y permanecen coordinados Q
la estructura metdilica 4 grupos amino, lo cual pone de manifiesto un incremento
en el ndmero de coordinacién en los nicleos de rutenio. Esta conclusion es
similar a la encontrada en el compuesto anterior RRPhen1, lo cual nos indica un
comportamiento especifico.

Ademds encontramos que como coniraién este catidn del compuesto RRPhen2
presenta 3 PF, y 3 cloruros. Como se pudo determinar por medio de los estudios
de conductancia molar este compuesto RRPhen?2 presenta una carga 6+,

Asf de tales afirmaciones se muestia la formula estructural del compuesto
RRPhen2.

66




DSNYIP DIOUDIO8|S!I &P DIIUDS} D| AJUDIPSW ZUSURR] Sp 0oluQloaie oloads] '6¢ DINGI

(WU ) YANO 3d dNLONOT
008 00L 009 00< 00y 00ge 00¢
' I T T ' I v T T I '
US4
DSNY|P DISURIOB)SY
TWENN YIIWING 30 aviNovd
QC'G6C=Y

Cmmmmmeneeeoees YIONVRIOSEY



SiqISIA UOIBBI D) Op UOISUDAXT *ZUBUJY 9P O0lUI09Ie oifvadsy ‘O pmnbid

(WU ) YaNO 3d anlIDNOT

008 06/ 00/ 0G9 009 0SS 00S OGt 810)7 0S¢
1 ﬂ L - L — 1 — L) — L] - | 1—‘ ) — L]

‘Blaisw uoibar op ugIRDDYIIdWY

Zusudu
DSAP BISUDIOBIEY

WYNN YIRS 3Q a91INOY

LG08G=Y

61'829=YX
QQvLL=X

/e eha=Y LLLLY=YX

Cemememememememeee ONVENOSEY
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El compuesto que hemos nombrado como RRPhen2 tiene un peso molecular de
2386.16 g/mol,

PR

Finalmente podemos mencionar gue el nombre sistemdtico de este compuesto
es clomuro hexafluorofosfato  de  di-y-oxo-bisfammintrisfenantrolinarutenioflil))
diamminbisfenantrolinarutenio{lV),

4.3.- Sintesis del andlogo del rojo de rutenio con fenantrolina y
tetrafenilborato de sodio como contraion

Como ya lo mencicnamos anteriormente, creemos importante establecer la
influencia que el contraidon tiene en la establidad o reactividad de los
compuestos and&logos de fenantrolina del rojo de rutenio.

La ruta de sintesis es idéntica a la empleada en el caso de RRPhen2, en donde
la Unica diferencia radica en el uso del tfetrafenilborato de sodio como
contraién.,

El contraidén se adiciond en una proporcidn 6:1 respecto del rojo de rutenio, por
lo que, para los 0.3 g de rojo de rutenio inicial calculamos adicionar 0.8030g de
tetrafeniloorato de sodio. -

Redlizando las actividades comespondientes para la  sintesls, luego ~ del
calentamiento moderado, procedimos a realizar la adicién del contraién, éste
fue previamente disuelto en metanal, y se adiclond de inmediato a la mezcia de
reaccién. La formacién de un precipitado coler plata, brillante al adicionar e
contraidén fue Instantdnea. De tal forma que el tetrafenilborato de sodio resultd
hasta este momento, ser el mejor agente precipitante para el rojo de rutenio y
sus compuestos andlogos,
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El lavado del precipitado se hizo con agua, ya que el compuesto obtenido
resultd insoluble en este disolvente, de tal forma que fue posible eliminar el 1ojo
de utenio que no reacciond con la fenantroling, la cual es ligeramente soluble
en agua.

Creimos por la apariencia del compuesto que su recristalizacion podria llevarse a
cabo muy féciimente, asi que decidimos disolver una parte del compuesto
obtenido (0.8655 g). en una mezcla acetato de etilo agua (1:1), la solucidn
resufante se mantuvo resguardada en el refrigerador, con €l fin de permitir la
evaporacién del acetato de etilo, pero de la manera mas lenta posible.

Al cabo de un par de dias observamos el cambio de la solucion de un tono
pumpura tenue a un tono café intenso, sin embargo, en el fondo del recipiente se
obsenvé la formacion de unos cristales de color amarillo verdoso. Esos Cristales
- fueron aislados y lavados con agua

El crecimiento de estos cristales nos permitié realizar el estudio de la estructura
cristalina y molecular del compuesto. Los resulfados del andlisis de este
compuesto cristalino se muestran a continuacion:

4.3.1 Caracterizacibn del compuesto  tetafenilborato  de
trisfenantrolinasodio(l), Na{C,,N,Hg}sB(CsHs)4

4,3.1.1. Propiedades fisicas

En la tabla siguiente se resumen algunas de las propiedades observadas en el
compuesto cristalino.

TABLA 8. Propiedades fisicas

Férmula PM(g/mol) Color Solubilidad
Agua +
Na(C);N,He)sB(CsHs)a 651.53 Amarilo  |Acetona + 4+
verdoso Metanol ++ 4
Etanol ++ +

+ insoluble, ++ parcicimente soluble y + + + soluble

Los cristales son estables por un tiempo relativamente corto, 2 a tres meses en las
condiciones atmosféricas, ya que graduaimente plerde la cristalinidad.
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El nombre sistemdtico de este compuesto es el de fetiafeniborato de
tisfenantrolinasodiol(l).

4.3.1.2. Espectroscopia de Inframojo

El estudio de infrarrojo de los cristales del complejo catidnico de sodio genero los
resultados de las asignaciones que se resumen en la tabla 9.

El espectro de Infrarrojo se presenta en la figura 41, mientras que el especiio de
la fenantrolina y el tetrafenilborato de sodio, los constituyentes principales de este
compuesto se presentan en las figuras 2 y 42 respectivamente.

TABLA 9. Principales bandas en Infrarrojo del complejo cationico de sodio

el
3056-3074 3052

746, 712 732, 706

1964-1782 1926

monosustitucidn no definido

1578, 1478, 1508, 1418

1426

1148-1030 1140-1032
488, 466 468
3058 30582

F 1216,1138,1000 | 1242, 1140y 1096

854 842 J

738 732

!
1586,1502y | 1682,1508y 1418 l
1422

2920,2851 2982
] ACETATO DE ETILO
1750-1735 1734
1300-1000 1242 |
3000-2900 2982 ]

En el caso del tetrafeniloorato de sodio, como puede observarse en el especiio
correspondiente, se identifican claramente las bandas comrespondientes O 1as
vibraciones de elongacién del enlace =C-H presentes a 3056-3074 cm; en el

69




€ RESULTADOS Y DISCUSIO

patrdn de bandas localizado en Ia regién de 1970-1780 cm' es posible detectar
la zona de sobretonos que corresponde a un grupe fenilo monosustituldo, como
es el caso en el tetrafenilborato de sodio: también fue posible detectar a 746 y
712 cm'! las bandas comrespondientes a la flexion en el enlace =C-H fuera del
plano, caracteristicas de los compuestos aromaticos.

Otra banda caracteristica del anillo aromdtico se localiza a 1578, 1478 vy 1426
cm’ que cornesponde a la vibracién de elongacién del enlace =C-C .

Las bandas caracteristicas y su asignacion en el caso de la fenantrolina se ha
hecho en la seccidn 4.1.3, correspondiente al andiisis por espectroscopia de
infrarrojo del andlogo RRPhent,

En el caso del tetrafenilborato de trisfenantrolinasodiofl). se puede observar la
presencia de una banda caracteristica del grupo carbonito, al cual no le
pudimos dar explicacion hasta la realizacion del estudio cristalogrdfico, pues se
determind mediante ta difraccidn de rayos X que, para la estabilizaciéon del
cristal era necesaria la presencia del disclvente, en este caso el acetato de etilo,
y efectivamente en el espectro de infrarrcjo de los cristales de este compussto
es posible detectar la presencia de acetfato de efilo en la muestra mediante o
banda que se localiza a 1734 cm’, caracteristica de fa vibracién de elongacion
del enlace C=0, principalmente.

s posible observar, en el espectro del tetrafenilborato de trisfenantrolinasodiof),
el cormimiento de las sefales generadas por 1o fenantroling, 1o cual pone de
manifiesto que efectivamente, la fenantrolina se coordind al sodio,

En conclusién, el espectro infrarnojo del compuesto es compatible con los
resultados obtenidos mediante difraccién de rayos X, que se analizan adelante.

4.3.1.3, Espectroscopia elechonica

El espectro electrénico de este complejo de sodio se presenta en la figura 43,
del cual es importante mencionar que la disolucion se redlizd con acetong,
teniendo cuidado de trabajar rapidamente para evitar errores en las mediciones
debido a la gran volatiidad de la acetona, o que arastra variaciones en la
concentracion de la soluciédn,

De este espectro podemos observar una banda intensa a 330 nm, que
asignamos como una banda generada por la gran cantidad de ndcleos
aromaticos presentes en la molécula del complejo, la cual presenta un
cornimiento, respecto de la fenantroling pura, €l cual se atribuye a la influencia
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€ RESULTADOS Y DISCUSION

del disolvente, ya que en este caso empleamos acetona, pues este complejo
es insoluble en agua.

4.3.1.4. Estudio ciistalografico

De estos estudios se determind que fue estabilizado un complejo de sodio.

En este complejo, al sodio estén coordinadas 3 moleculas de fenantrolina y
como contraién, este complejo presenta un ion tetrafeniiborato. Ademas es
posible observar que una molécula de disolvente (acetato de etilo) favorecié la
estabilizacién del compuesto.

Tal compuesto que muestia que la fenantroling se coordind al sodio. hasta hace
algunos anos resuttaba muy dificil de considerar, sin embargo a la fecha se han
reportado tres compuestos similares, cuya principal diferencia €s que presentan
contraiones distintos y el compuesto que obtuvimos con tetrafenilborato como
contraién no se ha sido reportado en la literatura hasta ahora.

El nombre sistemdtico de este compuesto es e de fefrafeniborato de
trisfenantrolinasodio(l). '

Estos cristales con el tiempo plerden la cristalinidad, esto se explica por el
fendmens de evaporacion del disolvente, que estabiliza al cristal.

En la tabla 10 se agrupan los datos generales del compuesto, mientras que en
las tablas 11 y 12 presentamos las distancias de enlace y los dangulos de enlace.
Finalmente las coordenadas atdmicas se presentan en el apéndice | al final de
este trabqjo.

En la figura 44 se muestra el catién del complejo de sodio con las fenantrolinas
coordinadas, mientras que en la figura 45 presentamos la estructura del anién.
En la figura 46 se muestra la estructura cristalina del complejo catiénico de sodio

y por Ultimo en la figura 47 se presenta la estructura del complejo catidnico y su
interaccién con una molécula de disolvente,
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Férmula empirica

TABLA 10, Datos generales del compuesto
CeoHaBNNa,-C,H.COOCH,

Color

amarillo, plano irregular

Tamano del cristal

0.6x0.5x0,1 mm?®

Sistema cristaling Triclknico
Grupo espacial P
Dimensiones de la a=14.074(2) b=14.742(3)

celda unitaria

c=15.763(2% o=92.47(1)

B=111.62(1) y=114.83

Volumen 2862,2(2)A°

Z 2

Peso férmula 070.92

I Densidad 1.202 gem?®
calculada

Coeficiente de 0.008 mm’
absorcion

l[F©00) 1020
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TABLA 11, Distancias de enlace

Na(1)-N(1)
Na(1)-N(3)
Na(1)-N(5)

N(1)-C(1)

N(2)-C(10)
N(3)-C(13)
N(4)-C(22)
N(5)-C(25)
N(6)-C(34)

C(1)-C(2)
C(3)-C(4)
C(4)-C(12)
C(6)-C(7)
C(7)-C(11)
C(9)-C(10)
C(13)-C(14)
C(15)-C(16)
C(16)-C(24)
C(18)-C(19)
C(19)-C(23)
C(21)-C(22)
C(25)-C(26)
C(27)-C(28)
C(28)-C(36)
C(30)-C(31)
C(31)-C(35)
C(33)-C(34)

B(1)-C(37)
B(1)-C(49)

C(37)-C(38)
C(38)-C(39)
C(40)-C(41)
C(43)-C(44)
C(44)-C(45)
C(46)-C(47)

€ RESULTADOS Y DISCUSION

Distancias de enlace (A)

2.526 (7)
2.427(7)
2.494 (8)

1.320 (11)
1.320 (10)
1.324 (10)
1.327 (10)
1.326 (7)
1313 8)

1.403 (16)
1.382 (16)
1.408 (14)
1.399 (14)
1.422 (12)
1.376 (12)
1.379 (14)
1.395 (14)
1.409 (15)
1.442 (19)
1.395 (12)
1.393 (12)
1.387 (14)
1.399 (9)

1.406 (14)
1.426 (15)
1.402 (11)
1.388 (11)

1.639 (11)
1.649 (9)

1.390 (13)
1.379 (14)
1.370 (16)
1.393 (11)
1.371 (10)
1.363 (12)
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Na(1)-N(2)
Na(1)-N(4)
Na(1)-N(6)

N(1)-C(12)
N(2)-C(11)
N(3)-C(24)
N(4)-C(23)
N(5)-C(36)
N(6)-C(35)

C(2)-C(3)

C(4)-C(5)

C(5)-C(6)

C(7)-C(8)

C(8)-C(9)

C(11)-C(12)
C(14)-C(15)
C(16)-C(17)
C(17)-C(18)
C(19)-C(20)
C(20)-C(21)
C(23)-C(24)
C(26)-C(27)
C(28)-C(29)
C(29)-C(30)
C(31)-C(32)
C(32)-C(33)
C(35)-C(36)

B(1)-C(43)
B(1)-C(55)

C(37)-C(42)
C(39)-C(40)
C(41)-C(42)
C(43)-C(48)
C(45)-C(46)
C(47)-C(48)

2.421 (6)
2.499 (5)
2.477 (5)

1.370 (11)
1.352(10)
1.339(11)
1.361 (12)
1.359 (10)
1.359 (12)

1.364 (17)
1.447 (15)
1.331 (18)
1.394 (14)
1.342 (14)
1.436 (11)
1.317 (16)
1.389 (15)
1.316 (16)
1.386 (16)
1.343 (18)
1.436 (11)
1.353 (13)
1.420 (13)
1.331 (11)
1.393 (10)
1.359 (15)
1.449 (8)

1.638 (8)
1.643 (11)

1.392 (8)
1.358 (11)
1.383 (12)
1.376 (10)
1.342 (14)
1.402 (9)




TABLA 11. Distancias de enlace

C(49)-C(50)
€(50)-C(51)
C(52)-C(53)
C(55)-C(56)
C(56)-C(57)
C(58)-C(59)
C(61)-C(62)
C(62)-0(2)

C(63)-0(2)

€ RESULTADOS Y DISCUSION

Distancias de enlace (A )

1.379(11)
1.381 (11)
1.369 (16)
1.388 (11)
1.382(12)
1.364 (12)
1.348 (27)
1.277 (21)
1.338 (23)
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C(49)-C(54) 1.381(11)
C(51)-C(52) 1.355(15)
C(53)-C(54) 1.386 (11)
C(55)-C(60) 1.395 (8)
C(57)-C(58) 1.366 (10)
C(59)-C(60) 1.380(11)
C(62)-0(1) 1.118(24)
C(63)-C(64) 1.368 (17)




N(1)-Na(1)}-N(2)
N(2)-Na(1)-N(3)
N(2)-Na(1)-N(4)
N(1)-Na(1)-N(5)
N(3)-Na(1)-N(5)
N(1)-Na(1)-N(6)
N(3)-Na(1)-N(6)
N(5)-Na(1)-N(6)

Na(1)-N(1)-C(1)

C(1)-N(1)-C(12)

Na(1)}-N(2)-C(11)
Na(1)-N(3)-C(13)
C(13)}N(3)-C(24)
Na(1)-N(4)-C(23)
Na(1)-N(5)-C(25)
C(25)N(5)-C(36)
Na(1)-N(6)-C(35)

N(1)-C(1)-C(2)
C(2)-C(3)-C(4)
C(3)-C(4)-C(12)
C(4)-C(5)-C(6)
C(6)-C(7)-C(8)
C(8)-C(T-C(11)
C(8)-C(9)-C(10)
N(@2)-C(11)-C(7)
C(7)-C(11)-C(12)
N(1)-C(12)-C(11)
N(3)-C(13)-C(14)
C(14)-C(15)-C(16)
C(15)-C(16)-C(24)
C(16)-C(17)-C(18)
C(18)-C(19)-C(20)
C(20)-C(19)-C(23)
C(20-C(21)-C(22)
N(4)-C(23)-C(19)
C(19)-C(23)-C(24)
N(3)-C(24)-C(23)
N(5)-C(25)-C(26)

TABLA 12. Angulos de enlace

& RESULTADOS Y DISCUSION

Angulos de enlace ( ©)

66.4(2)
153.1(3)
101.72)
149.2(2)
111.6(3)
92.3(2)
98.6(2)
67.2(2)

126.6(6)
117.4(7)
120.9(5)
124.0(5)
116.7(7)
115.4(4)
125.3(6)
117.5(7)
118.3(3)

123.7(9)
121.3(11)
116.9(10)
119.8(10)
125.0(9)
117.0(8)
118.6(8)
122.4(7)
120.5(8)
118.7(7)
125.5(7)
119.8(11)
118.6(9)
123.0(13)
123.7(9)
117.1(11)
118.7(8)
123.1(8)
118.6(9)
118.8(8)
123.9(7)
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N(1)-Na(1)-N@3)
N(1)-Na(1)-N(4)
N(3)-Na(1)-N(4)
N(2)-Na(1)-N(5)
N(4)-Na(1)-N(5)
N(2)-Na(1)-N(6)
N{(4)-Na(1)-N(6)

Na(1)-N(1)-C(12)
Na(1)-N(2)-C(10)
C(10)-N(2)-C(11)
Na(1)-N(3)-C(24)
Na(1)-N(4)-C(22)
C(22)-N(4)-C(23)
Na(1)-N(5)-C(36)
Na(1)-N(6)-C(34)
C(34)-N(6)-C(35)

C(1)-C(2)-C(3)
C(3)-C(4)-C(5)
C(5)-C(4)-C(12)
C(5)-C(6)-C(7)
C(6)-C(7)-C(11)
C(7)-C(8)-C(9)
N(2)-C(10)-C(9)
N(2)-C(11)-C(12)
N(1)-C(12)-C(4)
C(4)-C(12)-C(11)
C(13)-C(14)-C(15)
C(15)-C(16)-C(17)
C(17)-C(16)-C(24)
C(17)-C(18)-C(19)
C(18)-C(19)-C(23)
C(19)-C(20)-C(21)
N(4)-C(22)-C(21)
N(4)-C(23)-C(24)
N(3)-C(24)-C(16)
C(16)-C(24)-C(23)
C(25)-C(26)-C(27)

93.5(2)
110.0(2)
67.2(2)
93.6(2)
96.5(2)
99.9(2)
153.7(2)

115.8(5)
122.1(5)
116.5(6)
118.4(5)
127.2(5)
116.8(6)
117.2(4)
124.5(6)
117.2(6)

118.0(10)
123.5(10)
119.6(10)
123.6(10)
118.0(9)
120.3(9)
125.2(7)
117.2(7)
122.8(8)
118.4(8)
118.3(9)
122.7(11)
118.6(9)
120.6(10)
119.2(9)
120.8(9)
123.5(9)
118.4(7)
121.2(7)
120.0(8)
119.3(6)
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TABLA 12. Angulos de enlace

Angulos de enlace (°)

C(26)-C27)-C(28) 119.0(10) C(27)-C(28)-C(29)  122.3(10)
C(27)-C(28)-C(36) 118.5(8) C(29)-C(28)-C(36) 119.3(7)
C(28)-C(29)-C(30)  121.4(11) C(29)-C(30)-C(31)  121.9(8)
C(30)-C(31)-C(32) 123.7(8) C(30)-C(31)-C(35)  118.8(6)
C(32)-C31)-C(35)  117.6(9) C(31)-C(32)-C(33) 120.2(7)
C(32)-C(33)-C(34) 117.9(6) N(6)-C(34)-C(33)  124.8(9)
N(6)-C(35)-C(31)  122.3(6) N(6)-C(35)-C(36)  118.2(7)
C(31)-C(35)-C(36) 119.5(8) N(5)-C(36)-C(28)  121.8(5)
N(5)-C(36)-C(35)  119.0(8) C(28)-C(36)-C(35)  119.2(7)
C(37)-B(1)-C(43)  110.2(6) C(37)-B(1)-C(49)  111.1(6)
C(43)-B(1)-C(49)  108.4(4) C37)-B()-C(55)  107.7(4)
C(43)-B(1-C(55)  109.3(6) C(49)»-B(1)-C(55)  110.1(6)
B(1)-C(37)-C(38)  125.0(5) B(1)-C(37)-C(42)  120.7(7)
C(38)-C(37)-C(42) 114.3(7) C(37)-C(38)-C(39) 122.7(6)
C(38)-C(39)-C(40)  120.4(10) C(39)-C(40)-C(41)  119.9(9)
C(40)-C(41)-C(42)  118.6(6) C(37)-C(42)-C(41)  124.0(8)
B(1)-C(43)-C(44)  120.4(7) B(1)-C(43)-C(48)  125.3(6)
C(44)-C(43)-C(48) 114.2(6) C(43)-C(44)-C(45)  123.2(8)
C(44)-C(45)-C(46) 121.3(8) C(45)-C(46)-C(4T) 118.4(7)
C(46)-C(4T)-C(48)  120.4(8) C(43)-C(48)-C(4T) 122.5(7)
B(1)-C(49)-C(50)  124.2(6) B(1)-C(49)-C(54)  121.2(7)
C(50)-C(49)-C(54)  114.5(6) C(49)-C(50)-C(51)  123.8(7)
C(50)-C(51)-C(52) 119.8(9) C(51)-C(52)-C(53)  119.0(8)
C(52)-C(53)-C(54)  120.1(8) C(49)-C(54)-C(53)  122.8(8)
B(1)-C(55)-C(56)  125.1(5) B(1)-C(55)-C(60)  120.6(6)
C(56)-C(55)-C(60) 114.2(7) C(55)-C(56)-C(57)  122.5(6)
C(56)-C(57)-C(58) 121.3(8) C(57)-C(58)-C(59) 118.3(8)
C(58)-C(59)-C(60)  120.2(6) C(55)-C(60)-C(59)  123.5(6)
C(61)-C(62)-0(1)  122.2(18) C(61)-C(62)-0(2)  124.6(15)
O(1)-C(62)-0(2)  113.0(21) C(64)-C(63)-0(2)  107.1(14)

C(62)-0(2)-C(63)  114.1(12)
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Este complejo de sodio, no es muy comun pues se trata de uno de los muy
escasos ejemplos de compuestos de coordinacién de metales alcalinos.

Como mencionamos al inicio de este apartado, discutifamos la caracterizacion
de los compiejos andlogos al 1ojo de mutenio con fenantrolina, pero con
tetrafenitborato de sodio como contraidn.

Como inicialmente detectamos al tratar de cristalizar el sdlido obtenido, unos 10
dias después de la sintesis de este compuesto nos percatamos que cambiaban
progresivarmente su coloracién de gris brillante a café, finalmente, luego de
repetit 1a sintesis un par de veces obtuvimos los mMismos resultados, 108
compuestos cambiaban su aparencia 1o cual nos mostrd que se estaba
generando un cambio en estos, probablemente una oxidacion.

Finaimente decidimos que no era convenienie utilizar estos complejos tan
inestables, sobre todo por que los estudios bioldgicos requerian de algun tiempo
y 10s resultados no serian del todo confiables.

Ademds, nos enfrentamos a que en el inframojo la asignaciéon de las sefales se
complicaba por la presencia de los nucleos aromdticos del tetrafenilborato de
sodio, complicdndose la visuaiizacién de la coordinacién de las fenantrolinas a
la estructura metdiica. El mismo problema enfrentdbamos en el espectroscopic
de UV-Vis y en RMN, por lo cual decidimos no continuar ¢con la caracterizacion
de éstos compuestos.

Asi, el ion tetrafenilborato facilita la precipitacién de nuestros complejos andlogos
ol rojo de rutenio pero no favorece la estabilidad de éstos.

En vista de fales resultados y debido a que necesitamos compuestos o
suficientemente estables para llevar a cabo los estudios biolégicos, no continuar
empleando este contraion,

4.4.Procedimiento de purificacion del rojo de rutenio,
hexacloruro de di-u-oxo-bis(pentaamminrutenio(li))
tetraamminrutenio(lV) |

Para la purificaciéon del oo de rutenio suelen emplearse lo cromatografia de
intercamblo idnico, por elucidén con soluciones en gradiente de concentracion y
la purificacion que involucra el uso de las propledades de solubllidad de 1as
impurezas presentes en el rojo de rutenio.
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La experiencia al realizar ambas técnicas nos mostré que el procedimiento que
hace uso de las propiedades de solubilidad es eficiente y no involucra el uso del
procedimiento de liofilizado, por lo cual decidimos utilizar esta técnica para la
purificacion del rojo de rutenio.

Lievamos a cabo la purificaciéon del rojo de rutenio comercial, ya que en 1os
estudios biolégicos resulta imprescindible contar con compuestos puros o por o
menos tener una idea clara de las impurezas presentes en tales compuestos,
para de esta forma generar conclusiones confiables sobre la actividad biolégica
de cualquier compuesto en estudio.

Hemos mencionado que el rojo de rutenio presenta varias impurezas, que si bien
estdn completamente identificadas, es por demds mencionar que la
confiabilidad de los resultados serfa considerablemente mejorada si lograramos
disminuir el nimero de impurezas presentes en el rojo de rutenio comercial y. en
general, en los compusstos sometidos a estudio bioldgico, o en el mejor de los
casos eliminar totalmente las impurezas.

En la literatura se ha reporfado un procedimiento de purificacién'? que
aprovecha las diferencias de solubilidad, tanto de las impurezas como del rojo
de rutenio,

Debido a que el ojo de rutenio es parciaimente soluble incluso o 0 °C en
soluciones acuosas de NH, 0.1 M, y el resto de las impurezas comunmente
presentes en el rojo de rutenio no lo son, inicialmente se realiza la disolucion de
la muesira de rojo de rutenio en la solucién de NH; sometiendo a un ligero
calentamiento para de esta forma favorecer aun mdés la  disolucion,
Posteriormente todas las impurezas no solubles son eliminadas de la solucion de
ojo de rutenio mediante centrifugacion y eliminacion del sedimento, para
finalmente mantener el rojo de rutenio purificado en un desecador con
atmdsfera de amoniaco y un agente secante para eliminar el disolvente y
obtener el rojo de rutenio purificado en sdlido. .

Fue necesario en este caso no calentar por arriba de 60°C pues se acelera la
oxidacion y hasta aparentemente la descomposicion del rojo de rutenio,

Ademds, se cree que la disolucion de la muestra comercial de rojo de rutenio en
la solucién amoniacal, disuelve al rojo y al café de rutenio, pero a la vez genera
las condiciones para que el café de rutenio rédpidamente se reduzca af 1ojo de
rutenio.

Realizamos un seguimiento de los cambios en la disolucion de rojo de rutenio
durante el procedimiento mediante espectroscopia electionica, que Como
hemos demostrado es una hermamienta muy Gtil en la deteccidn de impurezas
en el rojo de rutenio.
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4.4.1. Propiedades Fisicas

Luego de la purificacién del rojo de rutenio obtuvimos un rojo de rutenio diferente
fisicamente del material de partida, primeramente, el color es totaimente
diferente i color de las muestras comerciales, que es rojo ladriilo, o0 un cafe
OsSCuro, mieniras que el compuesto obtenido mediante esta purificacion es

sumamente oscuro casl negro. Ademdas la apariencia del compuesto purificado
es cristaling.

En la tabla 13 se resumen las propiedades fisicas v la tabla de solubilidades del
rojo de rutenio purificado:

TABLA 13. Propiedades fisicas del ro0jo de rutenio purificado

Formula PM(g/mol) Color Solubilidad

Agua +++

RU;O,(NHh ,Cly 786.36 Plrpura | Acetona +++
obscuro | Metanol ++

Disulfuro de carbono ++

Diclorometano +

Etanol +

Hexano +

+ insoluble, ++ parcidimente soluble y ++ + soluble

El rojo de rutenio comercial y aun el purificado descomponen por ariba de
250°C.

4.4.2. Conductancia molar
El promedio de tres mediciones de o conductancia molar amojd una
conductancia de 49.5 uS, mientras gue se esperaba un vaior de fan solo 46.63

us. La peguena diferencia entre ios valores de conductancia la atribuimoes a la
impureza de violeta de rutenio presente en el rojo de rutenio purificado.

4.4.3. Espectroscopia elechrbnica

Los resultados finales del proceso de putificacion, observados mediante esta
espectroscopia, s& mostraron en la figura 18.
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Por tanto, la purficacion del rojo de rutenio dio buenos resultados, se eliminaron,
mediante el procedimiento de purificacién, todas las impurezas presentes en la
materia prima que generaban una senat en la region WV,

Mediante este procedimiento de purificacidn logramos incrementar casl cinco
veces el coeficiente de extincién de la banda caracteristica de rojo de rutenio
localizada a 532 nm, desde 4000 a 17035,

En ese momento indicamos gue se encontraba como impureza remanente en
el rojo de rutenio purificado una pequefia cantidad de violeta de rutenio, que
gracias al seguimiento por espectroscopia electrénica se determing que no estd
presente en la materia prima, sino gue se forma durante el procedimiento de
purificacién, especificamente al tiempo que la evaporacion del disolvente se
leva a cabo en et desecador.

Es necesario por tanto, reducik al minimo el tiempo de evaporacion del
disolvente, tal vez seria conveniente liofilizar el producto, para evitar la formacion
indeseable de vicleta de rutenio.

En vista de la presencia del violeta de rutenio en el 1ojo de rutenio purificado se
penso en la necesidad de sintetizar el violeta de rutenio para posteriormente
probar su actividad biolégica.

A continuacién se reportan los resultados de la sintesis del violeta de rutenio.

4.5.- Sintesis del violeta de rutenio, octacloruro de di-p-oxo-
bis(pentaamminrutenio(lV)) tetraamminrutenio(V), ViRu

Para la obtencién del violeta de rutenio decidimos disolver una muestra de rojo
de mtenio purificado en agua deslilada, y oxidaro mediante la adicion de
peréxido de hidrégeno al 30 %, ya que eso nos aseguraba no contaminar la
muestra. Finalmente al cabo de 2 dias, filtramos el sélido obtenido y procedimos
a redlizare un espectro WV-Vis, por ser una de las mds confiables técnicas con la
cual contamos para identificar si tenemos el violeta de rutenio o mezclas de los
diferentes estados de oxidacién del rojo de rutenio, a decir rojo de rutenio, cafe
de rutenio © violeta de rutenio.

4.5.1. Propiedades fisicas

El violeta de rutenio obtenido mediante esta reaccién de oxidacidn presenta una
coloracién muy intensa morado obscuro, casi negra. de apariencia cristating.
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Las principales propiedades fisicas como su solubilidad en aigunos disolventes se
agrupan en la fabla 14.

TABLA 14. Principales propiedades fisicas del violeta de rutenio

Formula PM(g/mol) Color Solubilidad
_ Agua + 4+
RU;0,(NH,},..Cly 857.26 Morado Acetona ++
' obscuro, casi | Metanol ++
negro Disulfuro de carbono ++
Diclorometano +
Etanol +
Hexano +

+ insoluble, ++ parciaimente soluble ¥ + 4+ + soluble

Nuevamente este compuesto descompone a temperaturas superiores a 10s
250°C,

4.5.2. Andlisis elemental

En la tabla 15 se muestran 10s porcentajes tedrico y experimental de N, Hy Cl del
vicleta de rutenio sintetizado:

TABLA 15. Andlisis elemental del VikRu

Elemento N Cl H
% Experimental 21.84 33.75 5.05
% Tednco 22.87 33.08 4.94

Como podemos observar, los porcentajes expermental y tedrico estdn muy
préximos entre i, 1o cudl nos permite confirmar que obtuvimos el violeta de
rutenio.

4.5.3. Espectioscopia electrénica

En la figura 48 presentamos el especfro obtenido en medio acuoso. Podemos
obsenar un comportamiento muy caracteristico del violeta de rutenio como ha
sido reportado en la literatura'?,

Esta nueva evidencia expermental nos permite concluli que efectivamente

aislarnos al VIRU, sin ninguna impureza espectroscdpicamente detectable y por
tanto este compuesto serd sometido a estudio bioldgico para poder desconar
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completamente, que el efecto bicldgico observado, se debe al ojo de rutenio
exclusivamente y no a las iImpurezas presentes en éste,

Como podemos observar fa asignacién de las bandas se complica aan mds.

4.5.4. Conductancia molar

Las mediciones de conductancia molar obtenidas experimentalmente fueron,
luego de un promedio de fres deferminaciones, de 69.5 uS. La medida de
conductancia esperada para un compuesto de carga 6+ es de
aproximadamente 46.63. El resultado experimental es un valor superior por ¢asi
20 unidades, lo que nos indica que la carga del compuesto caracterizado
como ViRu tiene una carga mayor a é+, evidencia tofaimente esperada.

4.6.- Pruebas biologicas de los andlogos sintetizados

Como ya se menciond con anterioridad los estudios bioldgicos fueron levados a
cabo en el Instituto de cardioclogia bajo la direccidn de la M. en C. Cecilia
Zazueta,

En este grupo se ha estudiado el papel del calcio en los diferentes procesos
celulares en mamiferos y es uno de los grupos pioneros en el estudio de ia
inhibicién que el jo de rutenio presenta en el fransporte de calcio, en la
membrana mitocondrial interna en mamiferos.

Iniciaimente era necesario evaluar el efecto que € rojo de rutenio puro presenta
en el fransporte de calcio en la membrana inferna de la mitocondria, Como se
ha reportadeo en la bibliografia'?, las muestras comerciales del rojo de rutenio
contienen un porcentaje de impurezas, que en el caso de los expermentos
biolégicos resulta de gran importancia, por lo que desde los frabajos que Luft
reglizara, se considerd imporante flevar a cabo un procedimiento de
purificacion del 1ojo de rutenio.

Una vez con el rojo de rutenio purificado, se iniciaron los estudios bioldgicos de
es5t0s compuestos.

Se reqlizéd el estudio con €l rojo de rutenio purficado, en donde se enconté un
comporamiento un tanto diferente a lo reportado en la literatura®, en cuanto al
valor de la I, indicando que el ojo de rutenio purificado en nuesho grupo
genera una inhibicién del 50 % de la actividad a una concentracion mayor del
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rojo de rutenio, sin embargo es importante mencionar que este parametro no es
del todo confiable, por lo que se prefiere calcular la Ki que aroja resultados mds
cercanos a la realidad. A la fecha no se ha reportado un estudio de este tipo en
el que se manejen valores de Ki del rojo de rutenio,

De los resultados se determind que la Ki=50 nM, valor que tomaremos como
referencia para analizar el efecto inhibitorio que los compuestos andlogos
poseen.

En la figura 49 se presenta la grdfica del comportamiento inhibidor det rojo de
[utenio, podemos observar una clara inhibicion del transporte de calcio
mitocondrial por [a incorporacién det rojo de rutenio.

En la misma figura se presenta la grdfica generada del andilisis cinético
enzimdtico del comportamiento de la proteina involucrada en ef fransporte de
calcio que nos encontramos estudiando de donde se obtiene la Ki.

Para analizar el comportamiento inhibidor del compuesto andloge RRPhen2, es
necesario remitimos a la  figura 50 en la cual se registra el comportamiento
inhibidor -de éste, Podemos en primera instancia detectar que las
concentraciones necesarias para generar una inhibicion perceptible son del
orden de microgramos, tres &rdenes de magnitud mayor a las concentraciones
necesarias parg obtener el mismo comportamiento inhibitorio en el caso del rojo
de utenio.

De esta primera observacion nos percatamos que el efecto inhibidor del rojo de
rutenio es mayor que la de RRPhen?.

Finalmente de la misma figura el estudio cinético enzimdtico nos permitid
calcular la Ki=0.47 uM, 1o cual indica ¢omo ya lo habiamos mencionado que
se fequiere de una concentracion de RRPhen2 mucho mayor para obtener el
mismo grado de inhibicién, De este resultado podemos concluir que el andlogo
RRPhen2 muestra un poder inhibidor menor al del 10jo de rutenio, por lo que en
este mecanismo de transporte det caicio al interior de ia matriz mitocondrial, es
un hecho, gque ef tamaio y la forma son un factor predominante para gue éste
se fleve a capo.

Los resultados en el caso del compuesto RRPhent fueron muy similares a los
obtenidos en el compuesto RRPhen2, por 1o cual sdlo mostramos 1os resultados
de uno sdlo de los compuestos.

En vista de fales resuliados es conveniente analizar ia evidencia existente en la
literatura sobre un compuesto muy similar al rojo de rutenio, que de hecho, es un
producto secundario de la reaccidn de sintesis industrial del rojo de rutenio y al
cual atribuyen una mayor actividad inhibidora del transporte de calcio que se
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P>% CONCLUSIONES

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

5.1.- Cloruro hexafluorofosfato de di-p-oxo-
bis(triamminbisfenantrolinarutenio(lll)) diamminbisfenantrolina
rutenio(lV), RRPhenl

Podemos concluir en el caso del compuesto RRPhen1, que su férmula minima es
CoeNagH7sRUO,CLP,F 16, [0 que comresponde a la coordinacion de 6 moleculas de
fenantrolina a la estructura metdlica, mientras 8 grupos amino permanecen
unidos a ésta. El peso molecular de RRPhen es de 2094,12. Como conhiaion se
concluye que el nuevo andlogo al rojo de rutenio RRPhent posee 3 cloruros y 3
PF,, manteniendo ia carga original de 6+ presente en la materia de partida, el
rojo de rutenio,

Este hecho pone de manifiesto un aumento en el nimero de coordinacion de
los rutenios, ya que si consideramos a los tres rutenios hexacoordinados esto
genera 14 sitios de coordinacién del ligantes, en la estructura metdlica tipica del
rojo de rutenio, ya con 1os oxigenos coordinados, 1o que genera la estructura
lineal Ru-O-RuU-O-Ru, mientras que los resultados arrcjados en nuestro estudio
demuestran la coordinacion de 20 posiciones.

El qumento es de rutenios hexacoordinados a rutenios octacoordinados, un
namere de coordinacion no fipico en el caso del rutenio en estado de oxidacion
3+ y 4+, sin embargo creemos que este cambio en el nimero de coordinacion
es promovido por la fenantroling misma, por su naturdleza quelante, para de
esta forma encontrarse coordinada al metal, por sus dos posiciones posibles.

En funcién de estos hechos determinamos la formula estructural mas posible
para RRPhent que se muestra a continuacién:

Pod P

H3N\m/ H3N\\"’/ HaNs N/ NH3

CI3(PF6)3
O— Ru
H3N/] \\NHs \\NH3 % NH3

O=0 @“%b} O=0O
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La cual es compatible con los resultados obtenidos mediante las diferentes
fécnicas empleadas para la caracterizacién de RRPhenl,

El nomire sistemdtico de este compuesto es cloruro hexafluorofosfato de di-p-
oxo-bis(tiamrminisfenantrolinarutenio(il)) diamminbisfenantrolinarutenio(lV).

La sintesis de este compuesto es reproducible y nos permitié determinar las
condiciones &ptimas para lievar a cabo la sintesis de los compuestos andlogos
al rojo de rutenio, en las que las materias primas suffieran el menor grado de
descomposicion, Es imporante mencionar nuevamente que el rojo de rutenio y
la fenantrolina son compuesto sensibles al oxigeno ambiental y a la luz.

También de esta sintesls determinamos que era muy conveniente fievar a cabo
la sustitucion de la méxima cantidad de fenantrolinas permitida por la estructura
metdlica, hecho que se cumplié al llevar a cabo la sinfesis del compuesio
RRPhen2.

Ha la fecha no ha podido obtenerse un cristal de RRPhenl, sin embargo,
creemos estar avanzando en e camino indicado, para en el futuro crecer el

monocristal, ya que la apariencia microcristaling de este compuesto nos permite

mantener este objetivo,

En el espectro de RMN TH, encontrarmos una sefal a 7 ppm que asignamaos a
los protones en tos grupos amino, dado que desaparecen luego del infercambio
CON agua deuterada, sin embargo, hasta este punto no podermnos descartar que
se frate de una impureza.

la actividad bicldgica generada por este compuesto nos ha permitido
establecer un mecanismo posible de su accidon bioldgica, o que representa un
gran avance en este campo de la investigacion.

52.- Cloruro hexafluorofosfato de di-p-oxo-
bis(ammintrisfenantrolinarutenio(lll)) diamminbisfenantrolina
rutenio(iVv), RRPhen2

En el caso de este compuesto encontramos gue se coordinaron a la estructura
metdlica 8 fenantrolinas por 4 grupos amino gue permanecieron coordinados.

Este resultado sin lugar a dudas Indica que el nimero de coordinaciéon de los

rutenios presentes aumentd nuevamente a un nimero de coordinaciéon de 8, 1o
cual dg apoyo a la afimacion preliminar en el caso del compuesto RRPhenT,

92




P C ONCLUSIONES

estableciéndose entonces gue el aumento en ei nimero de coordinacion de los
rutenios es un comportamiento tpico, creemos estimulado por las propiedades
quimicas de la fenanirolina.

De los resultados obtenidos del proceso de caracterzacion de RRPhen? se
encontrd la siguiente formula mMiniMa  CeNagHr6RU;O,CLP;Fe, compuesto que
tiene un pese molecular de 2386.16 g/maol, mientras que la formula estructural es

la siguiente:
@% Ro @%

/“ H3N\\N/ H3N m// C'S(PFb]S
// \\‘NHa / AN s /\\N

El nombre sistemdtico de este compuesto es cloruro hexafluorofosfato de di-u-
oxo-bisfarmmintristenantrolinarutenio(lll)) diamminbistenantrolinaruteniofiV).

s

De la experiencia primera con el compuesto RRPhenl logramos determinar 1as
mejores condicionas de reaccién, y como se vio en el ¢caso de RRPhen2 e
rendimiento se vio incrementado considerablemente.

Ambos compuestos RRPhenl y RRPhen2 son estables secos bajo condibiones
atmosféricas.

RRPhenl y RRPhen?2 se diferencian por el nimero de fenantiolinas coordinadas,
determinado por las condiciones de reaccion, mientras que en el caso de
RRPhen2 adicionamos un exceso de fenantrolina, en RRPhenl, el reactivo
limitante fue precisarnente el ligante aromdtico.

También es importante mencionar gue en ambos compuestos se manifiesta un
aumento en el nimero de coordinacién, promovido por la fenantrolina, que
como podemos percibir posee un afto poder coordinante. Aln cuando no es
muy comin encontrar un nimero de coordinacion de ocho en rutenio il o IV,
este fendémeno se presenta gracias al alto poder coordinante de la fenantroling,
que estabiliza altos nimeros de coordinacion.
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Este alfo poder coordinante se pone de manifiesio una vez mds ol ser capaz, la
fenantroling, de estabilizar un compuesto de coordinacion de sodio.

En cuanto al espectio de resonancia magnética, asignamos ia senal presente a
aproximadamente 7 ppm COmMO la generada por los protones de 10s grupos
amino, pues desaparecen después del infercambio de agua deuterada, sin
embargo, no descaramos la posibilidad de que se trate de una impureza.

5.3.- Andlogo al rojo de rutenio con fenantrolina vy
tetrafenilborato de sodio como confraion

De esta actividad experimental podemos concluir que gun cuando la adicion
del tetrafeniboratc de sodio favorece considerablemente el proceso de
precipitacion, da origen a compuestos altamente sensibles a las condiciones
atmosféricas, 1o cual es inconveniente, dado que los experimentos en sistermas
bicldgicos se llevan a cabo en dichas condiciones.

Es importante mencionar que el empleo de este confraldn por su naturaleza
altamente aromdtica dificutia ia caracterizacién de los andlogos de fenantroling,
la cual es otra razdn para no considerar llevar a cabo la sintesis de este fipo de
compuesto.

Sin embargo de esta experiencia concluimos gue seria muy conveniente tratar
de sintetizar andlogos con contrgiones de gran tamano, con o cual
favoreceriamos la precipitacién v posiblemente la  cristalizacién  de  los
compuestos andlogos al rojo de rufenio.

5.4.- Purificacién del rojo de rutenio

Logramos obtener un rojo de rutenio lo suficienternente purd Como se discutié en
la seccidn correspondiente.

Creemos que la técnica de purificacion se hara mds eficiente st se reduce el
tiempo de evaporacién del disolvente, ya sea adicionando grandes cantfidades
del agente secante en el desecador o mejor aun sometiendo a fiofifizacion al
compuesto,

AUNn cuando el rojo de rnutenio puiificado presenta una pequena impurficacion
por el ViRU, detectado mediante espectroscopia electrdnica, se determind que
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su actividad bioldgica. no parece ser significativa por lo cual la actividad
inhibidora del transporte de calcio que detectamos se atiibuye al rojo de rutenio,

5.5.- Sintesis del violeta de rutenio, octacloruro de di-u-oxo-
bis(pentaamminrutenio(lV)) tetraamminrutenio(lV), ViRu

Hemos sintetizado un violeta de rutenio o suficientemente puro, como o
demuestran las diferentes técnicas empleadas para la caracterizacion de este
compuesto.

Este hecho nos permitird estudiar mds la reactividad guimica del rojo de rutenio y
los compuestos andlogos a éste.

Proponemos oxidar al rojo de rutenio hasta violeta de nutenio empleando
agentes oxidantes no muy potentes para de esta forma no promover la
descomposicién de la estructura metdlica del complejo.

5.6.- Pruebas biolégicas de los andlogos sintetizados

Se determind que la capacidad de inhibir el transporte de calcio, en la
membrana infemna de la mitocondria, en donde se encuentra localizado el
acareador uniportador, por los compuestos andlogos al rojo de  rutenio
sinfetizados, presentan menor actividad comparada con el rojo de utenio.

Este hecho experimental se atribuye a la naturaleza altfamente liposoluble de [0S
andlogos sinfetizados, 1o cual creemos favorece su adsorcion a ambientes
iposolubles, como 1o es ia membrana lipidica, dificultando su acercamiento a
los sitios de baja afinidad del calcio.

El gran tamanio del catién del andlogo al rojo de rutenio (RRPhen1 ¢ RRPhen2)
presenia impedimento estérico y dificulta de esta forma su libre acceso a dichcs
sitios de baia afinidad.

Mediante los estudios del fransporte de caicio mitocondrial, se determinaron los
valores de las constantes de inhibicién, Ki, datos gue no han sido reportados en
la literatura a la fecha y que constituyen una importante contribucion, ya que se
reportaban los valores |, de los compuestos inhibidores, los cuales ahora se
considera no son [o suficientemente confiables.
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Estas evidencias experimentales, aunadas a las evidencias ya reportadas en la
literatura permitieron establecer el posible mecanismo de accién del rojo de
rutenio y de los compuestos andlogos. et cual ha sido fuente de investigacion
por mMuchos anags.

En terminos generales se postula que el rojo de rutenio es un compuesto que
presenta ofinidad por los sitios de “baja afinidad para el calcio”. Sin inhibidor, la
unién det calcio a los sitios de baja ofinidad potencializa la enfrada de calcio,
una vez que el calcio se encuentra en los sitios de alta afinidad. Al encontrarse el
rojo de rutenio, este inhibe &l sitic de baja dfinidad inhibiendo tambien el de alta
afinidad al dejar de potencidalizar el transporte y o que finalmente se observa es
la inhibicidn del transporte de calcio. Por esto, aun cuando el 10jo de rutenio
inhibe €! tfransporte de calcio considerablemente, no lo hace por completo, ya
que su dfinidad no esta dirigida a los sitios de “alta afinidad”, sino a los sitios de
“baja afinidad” por €l caicio

Los resultados obtenidos de este estudio han permitido continuar con el avance

en este campo, por lo que se cree factible a cono plazo aislar a la proteina
fransponadora de calcio involucrada en este proceso.
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Z/c

5719(1)
4726(4)
6519(4)
4737(4)
6510(4)
6725(4)
4960(4)
3863(6)
3316(6)
3698(3)

4603(7)

5042(8)
5925(8)
6471(6)
7400(6)
7855(5)
7394(5)
6052(5)
5101(5)
3874(6)
3243(6)
3502(8)
4402(7)
4730(9)
5581(9)
6232(8)
7137(9)
7714(6)
7375(6)
5946(6)
5011(6)
7581(5)
8121(5)
7763(5)
6856(5)
6428(6)
5566(6)
5039(5)

Uteq)

64(1)
72(4)
67(3)
77(4)
73(4)
61(3)
65(3)
93(5)
118(7)
" 124(7)
92(6)
109(6)
115(7)
78(5)
94(6)
98(5)
86(5)
62(4)
67(4)
96(6)
© 109(8)
110(9)
91(7)
146(11)
144(9)
104(7)
135(8)
121(7)
95(6)
69(5)
66(5)
73(5)
85(5)
85(6)
71(5)
98(7)
100(6)
71(5)

CAPITULO 7
APENDICE
Coordenadas atémicas(x10%) y coeficientes de desplazamiento isotropico
equivalente(A’x10%)
Atom Xa Y/b
Na(1) 3843(2) 7131(2)
N(1) 3709(4) $652(4)
N(2) 3941(4) 5786(4)
N@3) 4362(6) 8297(4)
N(4) 5893(5) 8523(4)
N(5) 3124(5) 7755(4)
N(6) 1719(4) 6476(4)
C(1) 3633(5) 5578(6)
CQ) 3447(7) 4691(9)
C(3) 3330(7) 3859(8)
C(4) 3420(5) 3892(7)
C(5) 3309(7) 3033(7)
C(6) 3432(7) 3134(7)
Cc() 3655(5) 4036(6)
C(8) 3801(6) 4169(6)
C©9) 39906(6) 5062(7)
C(10) 4063(5) 5843(5)
can 3739(5) 4885(5)
C(12) 3611(5) 4814(6)
Cc(13) 3643(7) 8212(5)
C(14) 3952(%9) 8747(7)
C(15) 5053(10) 9381(7)
C(16) 5865(9) 9530(6)
cQ17) 7034(11) 10221(8)
C(18) 7803(9) 10360(7)
C(19) 7456(9) 9797(6)
C(20) 8217(8) 9906(7)
C(21) 7836(8) ~9370(7)
C(22) 6662(8) 8681(5)
C(23) 6294(7) 9094(5)
C(24) 5481(8) 8962(5)
C(25) 3777(6) 8362(5)
C(26) 3356(7) 8701(5)
C2zn 2208(7) 8420(5)
- C(28) 1484(7) 7793(5)
C(29) 279(8) 7480(6)
C@30) -397(6) 6880(6)
C@31 42(7) 6431(5)




%8 APENDICE

Coordenadas atémicas(x10?) y coeficientes de desplazamiento isotrépico

Atom

C(32)
C(33)
C(34
C(33)
C(36)
B(1)

c(37)
C(38)
C(39)
C(40)
C(41)
- C42)
C(43)
C(44)
C(45)
C(46)
C(47)
C(48)
C(49)
C(50)
C(51)
C(52)
C(53)
C(54)
C(55)
C(56)
C(57)
C(58)
C(59)
C(60)
C(61)
C(62)
C(63)
C(64)
O(1)

0(2)

Xa

-646(6)
-161(7)
1028(7)
1230(6)
1973(6)
3083(6)
4430(5)
4780(7)
5929(9)
6778(7)
6493(6)
5336(6)
2223(5)
2036(6)
1385(7)

891(6)
1029(5)
1687(5)
2678(6)
3427(6)
3083(8)

1951(10)
1166(7)
1530(7)
2986(5)
2359(5)
2253(6)
2751(6)
3393(5)
3510(5)
9991(8)
10464(13)
10670(13)
10201(8)

11367(12)
9975(6)

equivalente(A%10°)
Y/b

5817(6)
5494(5)
5852(5)
6792(4)
7462(4)
1756(5)
2236(4)
2283(5)
2738(6)
3143(5)
3122(5)
2671(4)
1528(4)
735(3)
545(6)
1131(6)
1912(5)
2103(4)
670(4)
319(5)
-578(6)
-1160(6)
-853(6)
39(5)
2611(4)
2391(4)
3137(6)
4136(5)
4392(4)
3647(4)
6841(7)
6242(14)
4849(11)
3916(7)
6570(10)
5266(6)

Z'e

4156(6)
3690(5)
4125(5)
5426(4)
6358(4)
9182(4)
9329(5)
8607(5)
8766(6)
9656(7)

10401(5)

10223(5)
8073(4)
7417(5)
6472(5)
6118(5)
6725(5)
7692(4)
9527(4)

10040(4)

10346(5)

10152(6)
9639(6)
9322(4)
9802(4)

10338(4)

10800(4)

10740(4)

10236(4)
9786(3)
1634(6)

1526(10)
1459(9)
1666(6)

1585(12)
1407(5)

Uleq)

89(5)
87(5)
76(5)
57(4)
56(4)
53(4)
55(4)
78(5)
96(7)
98(6)
80(5)
68(4)
59(4)
105(6)
116(6)
94(5)
86(5)
63(4)
62(4)
75(4)
105(6)
118(8)
114(7)
87(5)
53(4)
79(5)
96(5)
83(5)
67(4)
59(4)
175(9)
193(14)
309(25)
176(9)
402(16)
169(6)

Equivalent isotropic U defined as one third of the trace of the orthogonalized U, tensor
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