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% INTRODUCCION

INTRODUCCION

‘Este reporte de investigacién cornprende el estudio -quimico y biolégico del rojo de
rutenio y compuestos andiogos y prefende hacer una com‘nbumén al conocimiento ‘dé la
reactividad de este tipo de compuestos EEE ' ) s

Lo Inusual actividad biolégica del rojo de rutenio (RR) y dndlogos a éste; exige el
conocimiento preciso de su reactividad, el cudl s ha desarioliado lentaments en los Gimos
40 afios, mienfras que crece a gran velocidad el nimero de efectos nuevos descublertos de
este tipo de compuestos en sisiermds biolégicos. L ' o '

El RR es inhibidor de sisternas reguladores de calcio, éuya frascendental importdncia
en casl la mayoria de los organismios vivos, hace Indtspenscble la deferminocién de los
Mecanismos por los cuales ef RR es capaz de e}ercer el efecto inhibidor. ' '

De entre tantos procesos biolégicss, podemos menclonar que el RR inhibe el proceso
fotosintético, y el estudio de tal efecio es parte de este frabajo de tesis: Adernds; la sintesis de
andiogos al RR por sustifucion de ligante; ha dado origen-a compuestos con inusudl actividad
inhibidora del proceso fotosintético que requieren de un amplio estudio. I

En el desarrollo de este frabgjo de investigacion incluimos el estudio de compuestos
simples, empleados en la sinfesis de frinucleares o 10s productos de descomposicion de éstos
finucleares, a fin contar con informacion basta para la comprension de fa reactividad de
eshucturas complejas.

Simuiténeamente realizamos la investigacion de los aclividades folosintéticas en
presencia de los compuestos sinfetizados y planfeamoes una relacion sstruciura-actividad
bioldgica.

Este trabajo de tesis consta de 8 capitulos, os cuales se describen brevemente en los
parnafos siguientes;

En el Capitulo 1 se incluyen los antecedentes de mayor trascendencia que se han
logrado recabar en fomo a la reachividad quimica y bioldgica del RR y compuestos andlogos
a eéste. Hacemos una amplia descripeidn de ias evidencias experimentales que han
permitido definir la composicién quimica det rojo de mitenio, asi como su reactividad
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guimica También se incluye una revision de los procesos fisioldgicos en 1os que el RR se ha
probado y ha mosirado algdn tipo de ac:nwdad

En e Capitulo 2 presenfcmos los ob;ehvos que NOs propusimos glcanzar con este
frabagjo de investigacidn y que involucran a la reactividad quimica y bloléglica del rojo de
utenio y compuestos andalogos.

En el Capitulo 3 se describe detaliadamente la metodologia utiizada en el desarnolio
de este rabgajo de investigacion,

En el Capitulo 4 se presenfan y discuten los resuftados obtenidos sobre I0s nuevos
compuestos sintetizados, asi como los de los estudios biologicos.

En el Capitulo 6 se presentan las conclusiones a las que llegamos en esie hobojo de
sintesis. _ _ , _ ‘ o _

En el Capitulo 6 describimos algunas acciones y explicamos el objetivo de éstas, a fin
de darla continuidad a este frabajo de investigacion.

En el Capiiulo. 7 anexamos la bibliografia consulfada que dio amplio fundamenio a
los actividades redlizadas experimentalmente vy a los andlisis y conclusiones respecto de o
reaciividad quimica y bloldgica de los compuestos estudiados. |

- Finalmente e Capitulo 8. constituye un opendice en donde se concemmn ias
evidencias -experimentales, espectios y figuras empleadas en el andlisls de los complejos
estudiados.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1.- Rojo de rutenio como colorante en microscopia éptica y elecirénica

El complejo de valencla mixia de rutenio comdnmente flamado roje de rutenio (RR) ha
sido empleado como colorante cifolégico en el campo de la micioscopia desde 1893’ 2,
particularmente para la deteccién de componentes pectinicos

Desde 19461 el RR ha extendido su campo de aplicacidn slendo empleado para la
preparacion y acondicionamiento de muestras en microscopia electrénica *,

Margin!, quien descubrd sus propiedades fintoriales, acufid el nombre de 0jo de
rutenio. Ademds 1o clasificd comoe un colorante basico, obsenvando en éste muchas
caractersticas en comin con 10s colorantes bdsicos orgdnicos conecidos en esos fiempos,
Margin también reconocié la singular habllidad del RR para tefir sustancias pectinicas y su
utiidad en el estudio de piantas, gomas y mucilagos.

La ¥écnica de fincldn con el RR es simple y efectiva; solamente se pone en contacio
ol tejido con et reactivo en solucion. El disoivente es 0 agua destikada o solucion fisiclogica,
con lo cual se logra la mejor consenvacion de los fejidos.

Con el devenir del lempo su emplec como colorante de"rejidos ha sido mejorado
mediante la formulacion de asoclaciones de colorantes y flladores como € tehdxido de
osmio, o cual lo ha convertido en uno de 10s colorantes mas empléc:dos, por su selectividad
hacia clertos tipos de sustratos?,

Originalmente se empled para la visualizacion de pectinas, constituyentes principales
de las paredes celulares de células vegetales en el campo de la microscopla Optica y es un
colorante en general de polianiones? con gran densidad de caiga, como as el caso de los
mucopotisacdridos v el DNAY, v se ha utlizado por mds de 30 afios como el colorante de
eleccién para la fincldn selectiva de mitocondrias vy fibras musculares en el campo de la
microscopia optica y eleckdnica®

La habilidad tintorial del RR se debe a la reactividad que presenia frente a diferentes
sustancias, todas polianidnicas y de alta densidad de carga Se ha demosirado que el RR no
presenta inferaccion ante polisacdrdos y profeinas neutros. También se ha observado que ia
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atta densidad de carga no es suficiente para induct la Interacclon con el RR, ya que ef Geido
1,3,5-sulfénico no da orgen a.un preciptado en presencia del RR?.

Se ha probado que la reaccidn de precipitacion frente a pectinas depende
principaimente del nimero de grupos carboxiios ionizables disponibles en la pectina, a mayor
numero mdés evidente es la precipitfacion. La reaccién frente a estucturas proteicas se explica
por la presencia de mucopolisacaidas invarablemente presentes en unién con ias proteinas
en las membranas de las células de 10s tejidos de los organismaes vivos. $e cree en funcidn de
estas evidencias que el RR se une a los sustiatos por medio de interacciones electrostGticas ©
fuerzas énicas. De esia manera se entiende ka afinldad existente por sustigfos como los
fipicios, polisacdridos, profeinas, todos de naturaleza polinuciear, anidnica y con grupos
carboxilicos licres?.

Incluse o la fecha se pueden enconfiar en la liferatura reportes de la aplicacion del
ojo de ruenio como colorante para la visualzacién del DNA® en su separqcion
glechoforéiica, o cual es considerablemente menos riesgoso que 10s Indicadores de
electroforesis de DNA que actuaimente se emplean como el bromuio de efidio”™!, un
carcindgeno sumamente poderoso vy las radiaciones uitravioleta,

El estudio de lo reactividad del RR frente a polisacdrides se ha llevado a calo con la
Intencion de deteciar cambios en 10s espectros de alsorcion electidnicos Sin embargo, se
ha determinado que el espectio de absorcién del RR no presenta varlacion significativa,
apenas es percepltivie un desplazamiento de las bandas de qproximadamente 2-5 nm. Sin
embargo, es posible detectar cambios mas evidentes en los espectos diferenciales de tales
complejos. Mientras gue en unoes casos s posible percibir alteraciones en los coeficientes de
extincion en otros es posible la deteceidn del desplazamiento a una longitud de onda menos
energdtica, que Involucra cambios de hasta 30 nm, sin modificacion aparente de os
coefictentes de extincién®

Se ha deftectado evidencia mdés significativa mediante la fécnica de dicrolsmo
clrcular, pues se ha obsenvado la generacion de efecto dicrolco extrinseco en presencia de
ciertos polisacdridos idnicos en el RR que la molécula per se no presenta Este es atibuido o
lka perturbacién asimétrica de los estados elechidnicos después de la coordinacion con
matices quirales, es declr el esqueleto del polisacdrido? Este estudio sugiere entonces que
ademds de ia carga un factor deferminante para que se genere ia coordinacion es la
estereoquimica de la molécula a interacclonar con el RR
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Oha roma que relociona al RR v sus propledades fintoriales se encuenfra en la

determinacion  fing de estructuras celulares como es e caso de la cépsula en
microorganismos pc’(égenos, pues es esta estruciura la responsable de la patogenicidad y
resistencia del microorganismo'?’¢, por o cual es importante defermingr la composicidn vy
forma de invasion del microorganismo mediante su estudio,

Asl, es ahora una linea de Investigacion imporante la deferminacion de la forma de
interaccién que se origing entre el patégeno vy la célula hospedera como en €l case del
estudio de la interfase entre las bacterias de! género Streptococcus, algunos de los cuaies son
patégenos de hombie, v las células epiteliales, el cual ha podido ser visto mediante la tincién
cCOn RR

En funcién de la guimica selectiva gue el RR presenta por clertos polianiones, se ha
empleado para la determinacion de la composicién auimica de paredes celulares, ast como
para la distincion cudiitativa de la distribucion de los grupos carboxiicos en pectinas,
aprovechando de esta forma la caracteristica del RR de unirse a grupos carboxilicos lbres de
pectinas con diferentes grados de esterificacion’’

Tambien se ha empleqdo el RR en el estudio -de I actividad de iscenzimos de las
pectinesterasas en geles de poliacrilamida, aprovechando la intferaccién diferencial de éste
con los grupos carboxiicos de las pectinas'® 2,

El rojo de rutenio se ha empleado como meétodo de deteccion del centro de digestion
bacterial en o boca de varias especles bovinas, al ser capaz de un'irse ¢ las mucoproteinas
secretadas por estas bacteras?’ . Como fambién en el estudio histoquimico de la capacidad
de cicatfrizaclon en la extfirpgeion y franspiante de comeas, nuevamente aprovechando ia
afinidad existente entre las mucoproteinas generadas durante la cicalrizacion y el RR.

Existen fambilen métodos propuestos en ia literatura para la medicién de polisacdridos
extracelulares en cultivos bacteranos, aprovechando las caracteristicas de adsorcion del 1ojo
de rutenio® Incluso se esid frabgjondo arduamente en el estudio de los polisacdridos
extracelulares del género Mycoplasma, los cudles se cree foman pare activa en et curso det
incremento de la inmunodeficencia generada por el virus del sida al actuar como cofactor
de la replicacién del virus®

Asl que en general, ol rojo de rtenio ha resuliado sumamente Ulil en la tincion,
caracterizacién y andiisls de la relacion esfructura-actividad de diversas esfructuras celulares y
compuestos poliméricos de origen bioldgico®
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1.2.- Actividad del rojo de rutenio en los sistemas biolégicos

A la par de su uso en el areq de la histoquimica, el rojo de rutenio ha sido motivo de
extensc estudio en visia de sus peculiares caracteristicas de reactividad frente g diferentes
sistermas biclégicos

Pimordialmente representa una Grea de investigacion fuerte, el estudico de la
inferaccién entre el rojo de rutenio v las proteinas de unién a calcio, en sistemas como calulas
musculares, celulas cardiacas, células neuronales, lfneas celulares cancerigenas y en
diferentes estructuras celulares tales como mitocondria, reficulo sarcopldsmico, membranas
plasmdticas, por mencionar algunas

En los procesos celulares el caiclo (Ca**) acfla como segunde mensajero, de forma
similar al AMPc. Un incremento fransitorio de la [Ca?*] citosdlica provoca numerosas
respuestas celulares, incluyendo la contraceién muscular, ia liberacién de neuroiransmisores,
la degradacién de glucdgeno; ademds, el calcio (Ca®) es un imporante activador del
metabolismo oxidativo Todos estos procesos son regulados por proteinas que emplean caicio
comao cofactor y sobre ellas el RR fiene un efecto caracteristico. Antes de descr}bir los efectos
gue flene el RR en los procesos bioldgicos revisaremos las propiedades caracteristicas v
generaies de estas profeinas de unidn a calcio.

1.2.1.- Tipos de interaccién del calcio con ias protefnas®

Los princlpales grupos donadores en las profeinas que se pueden combinar con e
calcio son los cenfros carbonilo y oxhidrilo. Estos grupos pueden enconfrarse proximos entre s
de diferentes formas, péro se conocen sdio fres estructuras diferentes bdsicas en las
moléculas bicldgicas La primera Incluye un iimitado grupo de donadores mantenidos
préximos entre sl en la cadena profeica, donde la unidn det calcio no genera lo formacion
de enlaces hansversales en la proteing entre partes lejanas de la secuencia, con el fin de
favorecer la fuerza det enlace Este es el tipo de enlace que se presenia en i calmodulina y
en ofras de las proteinas activadoras infraceluiares Es muy probable gue durante la falia de
calkclo unido a los sifios de unidn, estos se mueven constantemente y dan ugar a una
repulsion  electrostéica de considerable magnitud entre el gran nimero de ceniros
negativamente cargados

El segundo tipo de unién involucra la paricipacién de aminodcidos localizados a
posiciones distantes entre si en la cadena pioteica y depende en gran medida de la fuerza
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del enlace para dar lugar a una cavidad inmdvil para el caiclo Un ejemplo de este tipo de
estiuctura se encuentra en la fosfolipasa A, Las relevantes diferencias entre estos dos fipos de
siios de unidn se deben a: 1) el efecto del calclo en las estructuras v 2) la velocidad de
activacion de Ias reacciones. Este sifio de unidn q'ue Nno presenta una gran tension, se enlaza
rapidamente al calclo, gensrando un gjuste considerable de 1a estructura terciara de fa
proteina.

La blen definida cavidad del sitio de union del calcio lo incorpora lentamente, o gue
no represenia virtualmente un cambio conformacional.

El tercer fipo de sitio de union de caicio contfiene uha gran serle de aniones en la
superficie, muchas veces perfenecientes a polimercs fomados al azar, los cuadles se
mantienen enlczados o la cadena y enfre los cudies ef calcio es capaz de vigjor
pidamente - Como elemplos se fienen a aigunas fosfoproteinas, las ghicoproteinas
anidnicas del tejldo conective vy ios péptidos que muestran en su eshuchia al gama-
carboxigiutamato, por ejemplo, Ia profrombina y la protelng ésea osteocalcing.

Las proteinas Gla (que poseen y-carboxighsfarmato) reguleren de vitamina K parg su
biosintesis, y en particular para ko formacion de los residuos y-carboxigiuitomato El grupo y-
carboxiglutamarto (ESQUEMA 1 1) parece ser un excelents sitlo de unién del calcio®.

I

=N e CH e

CHz

teo
y—-Carboxighutamato
ESQUEMA 1.1 Fomula estuctura det p-caboxigutamato presenta en proteings Gla

A la fecha se ha aislado un gran ndmero de proteinas, las cuales necesitan
Inferaccionar con el calcio para llevar a cabo sus funciones, de fuentes tanto infracelulares
como extracelulares®’ . Todas ellas estdn involuciadas en los procesos de aimacenamiento
del caicio, en el mantenimiento de las concenfraciones constanfes de caicio en [os
diferentes comparimentos celulares y en el disparo de un amplio infervalo de procesos que
involucran et transporte membranal, secrecion y acclones enzimdéficas. Algunas de las
proteinas de este fipo mas imporantes se enlistan en la siguiente tabla:
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TABLA 1.1, Algunos profeinas meiacionadas con el cdiclo

Protelna Funcldn

Protrombinag Disparador extracelular

Catmoduling Dispparador Infraceluiar de enzimas y bomisas
Tropontna C Disporador de slstemas de contraceldn
Miocinasa Disparador de dlgunas céldas musculcres
$100 Disparador de células nendosas
Calcinewing Fosfoproteinfosfatasas

CaBP intestinal Transporte de calcio

Parvalbuming
Calsequestina
Calelecirina
Proteinas del Hueso
Proteinas Sallvales

Moduladoes de las conceniraciones de calcio
Almacendje Infracelular

Promocion de agregacion memkbianal
Protainas Gla

Proteccion dentd (leas en proling)

Estatering

1.2.2.- Inhibicién en lag unién calcio-calmodulina

Una de los Inferacciones rojo de rutenio-proteinas de unidn al calcio mds estudiadas

es Ia Jue e presenta en calmoduling

En espacios extracelulares, ka [Ca?*] {aprox 1500 pM) es cuafro drdenes de magnitud
supetrior a las concentraciones en el citosol {aprox 0.1 uM} Este importante gradiente de
conceniracién se mantiene mediante el fransporte activo de Ca*t a friavés de la membrana
plasmatica, el reticulo endoplasmico {reficulo sarcoplasmico en el musculo} y la membrana

mitocondrial interna

La membrana plasmdatica y el reficulo endoplédsmico contienen ambos una Ca?*-
ATPasa gue bombedg activamente el Ca?* fuera del citosol a expensas de la hidrélisis de ATP*
48 (ESQUEMA 1.2). Sus mecanismos de reaccion, deferminados partir de estudios cinéticos, son
muy sirilares a los de la (NA*-K*)-ATPasa. De hecho, hay una simiiifud significativa enfre estas

proteings, suginendo que provienen de un antepasado comuan.
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ESQUEMA 1.2. Meconismo cinefico de la Caz* ATquc En esfe case enfrada se refiere af
citosol v salica se refiere a la parte extenor de la célula pard ia Ca?*-AlPasa de la membrang
plasmdtica o of lumen del reffculo. endopldsmico. reticulo sc:rcopiasmnco] para ka Ca*-AlPasa
de dicha membrana. Yoet, D BIOCHEMSH?Y 4990 USA

La calmodiing, CaM, es un
fundamental en la regulacion dem : o
mar siolégico caracteristico, debe i-‘ré_gutd_: "
Teguiacion de la bomba de Cc:“ en
2*, mediado por ca;moduiinci('C‘,QM).

_ porticipa en  NUMerosos  Procesos
reguladores  celulares, sencuiando e nive " y una gron variedad de proteinas,
incluyendo las bombas de CQICIO ic:s pr@femas quinosas y las profeinas responsables de la
motilidad. La secuencia de 148 restos de CaM, altamente consenvada, presenta el rasgo

caracterisico de que o Lys 115 estd fimetilada, de modo que su amina cuatemara se

encuenira siempre cargada posifivamente. la profeina, cuya eshuciura de rayos-X fue
determinada por Charles Bugg®, tiene 'una curiosa estructura en forma de pesds, qgue
consiste en dos dominios globulares conectados por una hélice o con siste vueltas.

La calmoduling tiene cualo sitios de fijacion de Co** de slevada afinidad, dos en
cada uno de sus dominios globuiares (ESQUEMA 1.3}, Todos ellos estén formados por motivos
héiice-lazo-hélice casi superponibles, conocidos como manos EF, famblén presentes en ofras
proteinas ﬁjodorcs de Ca** de estructuras conocidas. En cada uno de estos sifios, el ion Ca?*
estd coordinado oclaédricamente por Gtomos de oxigeno de la cadena prncipal y de s

TESIS CON 9
FALLA DE ORIGEN
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cadenas laterales de la region del lazo, asi como de una molécula de agua asociada a la

proteina. Lla unidén del Co?' a cualquiera de los dominios de CaM induce un cambio
conformacional en dicho dominio, de forma que resulta expuesta una regién hidrofdbica rica
en Met, que de offo modo se hallaria ocurra Eéta regién, ¢ su vez, se une con elevada
afinidad, aungue con amplia especiﬂcidcd de seéuencia, a las helices o bdsicas anfifiicas
de las proteinas diana y, con ello, modula las actividades de estas proteinas. De hecho,
segmentos de estas hélices de aproximadamente 20 residuos, asf como hélices anfificas
compuestas sélo de residuos de Leu, Lys vy Trpo, se unen o CaM fan fuerfemente como las
mismas profeinas diana. La gmpnc especificidad de secuencia de CaM se explica, en parte,
por la flexibilidad de sus Cddenas lafergles de Mei‘,. qﬁe se cree permmniten que sus fragmentos
hidrofébicos se adapten a una varledad de cadenas laferales hidiotébicas en las hélices
anfifiicas de las proteinas diano®. o

- TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

ESQUEMA 1.3. Estructura de rayos X de la calmodulina de festiculos de rata Esta proteina
monomérica de 148 aminodcidos rcontiene dos dominios globulares notablerments
similares separados por una hélice o con 7 vusttos Los dos sifios de fiacidn de cadlclo
idnico en cada dominio se representan con esferas” blomeas. Voet D BIOCHEMISTRY
‘1998 USA

A pesar de la cpanencm extendidc: de CaM, en su estruchm de rayos-X, varios
es’rudios reclentes indican gue sus dominios globuiares pueden unarse slmui‘féneomen‘re a.una
Unica hélice diana. Evidentemente, la hélice a.central de CaM sirve mas como una afadura
ﬂexible,que como un gspaciador rigido, propiedad :Que probablementg hace .crecer aun
mas la variedad de secuencias diana o kas cudles puede unise CaM. . - -

, la Ca?* -calmoduiina actva la Ca?*- AlPasa. de las membianas. piosmdﬂcc:s la
activacion, tal como se deduce det esfudio de la.ATPasa aislada, da lugar a una, disminucion
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en su K, para el Cao** desde 20 a 0.5 puM. Asi el Ca®* reguia su propla concentracion
citopiasmdtica de la sigulente manera: a niveles de Co®* por debajo de la constante de
disociacion de la calmoduling para el Co?*, aproximadamente de 1 uM, la Ca®t-ATPasa es
relativamenie inactiva. Sin embargo, st la [Ca*'] aumenta hasta este nivel, el Co** se une a la
calmodulina que, a su vez, se une y activa a la bomba de Ca®*:

Ca?* + CaM Caf*eCaM® + bombxt {inactiva)

Ca?teCaM® + bomba (inaciiva) Ca**«CaMTsbomba [activa)

CaM” indica caimoduiing aclivada Esta inferaccién disminuye 1a K, de la bomba para el
Ca?* hasta un valor por debajo de la [Ca?*] de! ambiente, haciendo, asf, gue el Ca** seq
bombeado fuera del chiosol Cuando la [Ca?*] disminuye suficientemente, el Ca** se disocia
de la calmoduling y esta serie de sucesos se invierte, Inactivando asl kn bomba. El sistema
completo es, por tanto, andlogoe al existente en cudlquier inaco o fosa de aimacenamiento
de agua que se activa automdficamente mediante una boya cuando el agua alcanza un
nivel determinado

Este esquemna fue originaimente propuesto para la enzima nucledtido-fosfodiesterasa
dependiente de calcio, { Ca**-PDE, pero se considera el mecanismo general de activacion
de este 1ipo de enzimas dependientes de calclo activadas por la calmoduling, fales como la
cinasa involucrada en el metabolismo de a miosing 24 %

El primer paso consiste en la unién del calcio a la caimoduling Esta unién induce un
camblo conformacional en CaM 1o cual favorece la interaccidon de ésta con 1a gpoenzima
inoctiva de la enzima dependiente de calcio, para dar origen af complejo de holoenzima,
catalicamente activo

Una forma Util de identificacion de los procesos dependientes de CaM consiste en
emplear compuestos que se unen a ésta inhibiendo su funcién Mediants el empleo de
antagonistas para 1o CaM, tales como fenotiazinas y naftalenosuifonamidas, fue posible
determinar su participacion en procesos como ko funcién plaquetarna®, proliferacion celular®,
contaccion vascular® y la degranulacion de neutidfiios™ .

Estos anfagonistas de CaM se unen a CaM de manera dependiente de calcio® © e
inhiben ik formacién del compleio holoenzimdtico caialficamente activo?  Se ha
demosfrado que sstos anfagonistas forfalecen la unién de caicio y CaM4,

Reqlizando los estudios pertinentes con el rojo de utenlo como antagonisia, se
demoshid®® que éste es capaz de inhiblr de manera competitiva, respecio al calclo, a la
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nucledtido fosfodiesterasa ciclica dependiente de calcio Estos resultados sugieren que el RR
puede tener un mecanismo inhibitorio diferente al presentade por la mayora de os
anfagonistas de CaM reportados a ia fecha.

El valer Iy, del RR frente a la micsinacinasa, dependients de CaM, es de 18.5 pM* y los
estudlos demostraron que el RR inhibe la formacién de la holoenzima de la calmoduling, es
decir inhibe la union Caiclo-CaM

El estudio cinético de Ia unién caicio-caimoduling v la influencia del RR demostré que
esfé complejo de valencia mixta inhibe predominantemente It unién de las dos moles de
calcio gue se unen fardiamente a ia profeing, sobre las primeras moles de calcio gue se
unen a CaM. Cada uno de los dos dominios amino y carboxilo terminal de CaM contiene dos
sifios de unidn para calcio, y i unidn a cada dominio de dos moléculas de calcio procede
de manera independiente. Se sabe que 1os sitios en el dominlo carboxiio terminal flenen una
mayor afinidad por el cailcio que aguellos localizados en el dominic amine terminal. De fai
forma que el calcio se une primeramente al dominio carboxilo terminal y después al amino
fermingl, Por lo tanto el RR inhibe predominantemente g unién al stfio amino terminal que o
unidn at sitio carboxiio ferminal®®. Sin embargo tamblen es claro que el calcio vy &l rojo de
rutenio no comparten el sitio de unién en la caimoduling, pero confrariaments ¢ lo esperado
ambos sitios ejercen una influencia en la afinidad enfre si. De esta forma puede decirse que
el RR puede ser capaz de formar un complejo CaM enzimdticamenie inactivo mediante ia
alteracién del sifio de unidén de Caicio en la calmoduling necesario para la activaciéon de
ésta

Dada la capacidad para entrar a las células Intactas®™®?, el RR se utilizd para mejorar
lo produccion de energia por mitocondria en miocardio de cerdo™ y de esta forma inhibir la
contraccion activada por calcio del musculo liso*. Un claia relacion de este efecto puede
describiise en la Inhibicion de la contraccion del musculo fiso. £l RR inhibe la contfraccidn del
musculo activada por calcio, de manera dependiente de la concentracién, por o cual
puede decirse que el efecio vasodiiaiador del RR es resulfado de o compefencia con el
calcio

También se obsenvd gue RR refarda la muerte de hepatocitos de rata inducida por ka
adminisiracion de fer-butiinidroperoxido®.

Ademd@s, el RR bloguea el transporte de calcio en ofros sisteras incluyendo los
cancles de liberacion de calcic del reficule sarcopi@Gsmico®®, los canales de caicio
dependientes de voltaie células de leucemia sensibles a los complejos cisplating vy en las
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resistentes a tales complejos®. También es copoz de bloquear los mecanismos de
almacenamiento y capiacion de calcio en €l reficulo sarcopldsmico®. Ofra funcion del RR es
la de inferferir en la regulacion de los niveles de calcio en osteobiastos pero de manera
posifiva, es decir incrementando los niveles de Ca®* cﬁbsélico cuando se pone en contacto

con el RR extracelulamente® .

1.2.3.- Inhibicion del fransporfe de calcio mitocondrial

Indudablemente, fa mayor aplicacion del RR se ha centado en el estucio de los
mecaonismos de regulacion de los concenfiaciones de calcio en el intefior de las
mitocondrias, especiaimente durante los procesos oxigeno-dependientes,

Vasington vy sus colaboradores™ demostraron gue el RR en concentraciones gue van
ente 5-50 uM ejerce aigin efecto en casi fodas las interacciones del Ca** con o
mitocondiia: el proceso de fransporte Al inferior de la mifocondria acoplado a la produccion
de energia, el fransporte al intefior de fa mitocondria del Ca®* mediado por ef gradiente de
K*. desactivacion de los sifios de bgja afinidad por calcio localizados en membrona y la
desactivacion de las pro’retnc:s fransportadoras de caicio. -

A concentraciones 10-50 nM de RR /mg de mitocondria es capaz de inhibir el
Tanspone de calcio y ka respiracion mitocondrial, suponiéndose que ello es debide a ia
interaccion det rojo de rutenio con los sitios de alta v baja aﬂnidqd al calcio en la proteina
fransportadora. Sin embargo, estudios mas detallados han demostrado que el oo de rutenio
inferactia solamente con los sitios de baja afinidad por el calcio localizados en g proteing
Transportadora.

Una preopuesta del mecanismo de hansporte de caicio of interor de kas mitecondrias y
ia explicacion del mecanismo de inhibicion de dicho transporte que genera el RR fue
plarteado y fundamentado por Zazueta y colaboradores®’,

La explicacion defailada se concentra en dicho trabajo. Agul sélo InCluiremos una

descripclon esquematica de dichos eventos:
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ESQUEMA 1.4, Representacién de la proteina fransportadora de caicio smbebidaenla
membrana mitocondrial intema. En Q) se representa @l metanismo de accién de o -
pioteina segin lo evidencia experimental, mientras gue en b} se escuemaliza e
mecanismo de accicn del RR, explicado detaliadamente en la refarencia 61 Zazueta

at ol 1999 . . : .

1.2.4.- Aéﬁvidad del RR sobre la s_écre;:ién neuronal

. ENRR. incrementa ia frecuencia .de liberacion espontdnea  de heurdtransmisores,
especificaments ‘el neurchansmisor conocido con el nombre. de quania, en la unidn
neuromuscuiar, Este efecto se atdbuye a la liberacidn de calcio de los sitios de
almacenamientc que son ias mitocondrias de las terminales sindpficas.

T B Co*t infraceiular libre juega un papel cential en o regulacion de las sefiaies
neurdnales. La imporancia del calcio en las funciones neuronales se detecta en los diferentes
procesos neuronales mediante i medicldn de las concentrociones de este ion. Se ha
detectado gue la accién concertada de vaiios procesos genera el incremento de kas [Ca®t,
fal comola actividad de los canales de caicio ‘dependientes del voligje, la activacion o
desactivacién de los receptores de giutomaio®® en la: membrana neuronal, de los
recepiores IP3 y de los recepltores de rianodina®*,

TS CON. 1e
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Asi se han registrado fales cambios Sin embargo, a la fecha muy poco se ha hecho
por describlf un mecanismo que expligue como 1as neuronas Mmanejan las concenfracionas
de cailcio. Hasta ahora se conoce gque €l sisterna homeostdtico de calcio en la neuronc esta
compussto por proteinas de union g caicio, el reficulo endopldsmico y mifocondria ademdads
de algunas moléculas de extrusion de plasma y 1os canales de Na*/Ca** vy la Ca*+-ATPasa

Se ha propuesto que el RR actia mediante intsraccidn anidnica con un sitio en &l
exterior de la membrana presindptica De tal forma, se cuenta con evidencia importante ya
gue entonces s posible decir gue el RR puede ser una heramienta de axtraordinario vaior
para probar el mecanismo de modulacién de la secrecion de las neuronas®.

Por ofro lado se sabe que RR es capaz de penetrar en las fibras nerviosas del sisfema
periférico e inducit neurotoxicldad® ’C. Concenfraciones en el intenvalo enfre 2.5-10 uM
reducen et potencial sindptico a niveles subumbraies’ .

Lo administracién infracraneana de RR induce atagues epilépticos, mientras que la
administracién infraperitoneal produce pardlisis fiacida, Estos efectos pueden deberse muy
probablemente al bloqueo de las Interacciones con el calcio en la membrana presindptica,
evitando por fanto la liveracion natural del neurofrasmisor’?,

También en esta drea el RR se ha empleado para el estudio in viffo de los cambios
de permeabilidad mitocondrial generados por la actividad cerebral misma en céiulas del
sisterna nenvioso” ™ También se emplea el rojo de rutenio como inductor de la maguinaria
de liberacién de neurofransmisoies en 1 region del hipocampo, en un esfuerzo por entender
los mecanismos bloguimicos Involucrados’.

1.2.5.- RR y su efecto anticancerigeno

Clertos compuestos cfs-plating han mosfrado gran poder anficancerigeno en algunos
fipos de cdncer Debido a que las propledades quimicas de los complejos aminados de
rutenio comparfen algunas caracteristicas con tales complejos de piatine, constituyen una
promesa en el campo de los agentes aniitumoraies y por o tanto el rojo de rutenio no ha sido
excluldo de estudios en esta drea

Un estudio conducente en este senfido en complejos de rutenio fue el desarroliado por
Kelman’™ En este frabajo se investigd el efecto de los complejos de rutenio sobre la sintesis
de DNA y profeinas en células hepdticas de conejo en cultivo ceiular Los resuttados
mostraron gue una gran canfidad de complejos de rutenio eran capaces de Inhiblr la sintesis
de DNA Los tabagjos redlizados por Yasbin, Miel y Mathews, acerca de la actividad
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mutagenica  del rutenio, mostraron que muchos complejos de rutenlo  son marcadamente
efectivos en la induccién del mecanismo de reparacion del DNA”” Se cree que & efecto de
inhibicion del crecimiento del tfumor se debe a o habilidad que e RR fiene de Inhibir el
metabolismo del calcio Este campo se encuentra en desarolio.

1.2.6.- Otros efectos en la actividad biolégica por RR

En micelas enrguecidas con la profeina membranal, porina XVill humang, se ha
podido establecer la capacidad del rojo de rutenio de disminuir ia dependencia con el
voliaje de este tipo de proteinas, 1o cudi es relevante para los estudios en procesos de
estimulacion de exochiosls en diferentes tipos celulares™

Oha evidencia importante sobre la actividad inhibitoria del rojo de rutenic se
encuentra en el estudio de la inhibicion de la actividad de la ATPasa dependiente de Mgy no
de calcio presente en las células musculares, en donde se demostid que el colorante se une
de manera selectiva a la cadena pesada de ka miocsing, generando un tipo de inhibicion
competitivo respecto a la actina y de fipo no competitivo frente at ATP, lo cual sugiere que el
RR interactua direciamente con el sitio de unidn de la actina F en la cadena pesada de ia
miosina’®

Ademads, existe evidencia de que el rojo de utenic es capaz de generar fusiones entre
membranas, fal como fue observado en el frabajo de Howell quien informo la fusion de
membranas del reficulo saicopldsmico mediante interacciones elechostaticas con el ojo de
rutenio®. Se postula que este efecto es el responsable de ia aglutinacion celular inducida por
el RR¥

Se ha determinado que ef RR tambilén es responsable de inhibir el ransporie activo de
calcio mediado por potasio®.

Finaimente otra Grea en la cual se ha empleado el RR es en el proceso de muserte
celular programada o apoptosis Ya que el proceso apoptdtico involucia en muchas de sus
actividades bioguimicas ¢t caicio como desencadenante de diversos procesos, el RR por su
actividad inhibitoria de 1os sistemna reguiadores de calcio se emplea como inhibidor de
cpoptosis De los experimentos ¢ la fecha registrados en la literatura se sabe gue el RR es
capaz de inducir ia disminucion del potencial ransmembranal de las mitocondrias en celulas
en el proceso apopidtico tempranc® La muerfe celular progromada es un proceso
fislolégico definido comunmente por alteraciones en la morfologia nuclear y /o degradacion

progresiva del DNA cromosomal previos a la fisis cefutar,

16



&2 ANTECEDENTES

Es Importante mencionar que sélo en pocos cases se ha aprovechado la capacidad
omdo reductora del RR para expﬁcar el origen de los ai’ﬁerdmones en los PrOCesos, y en a
mcyor’a de los cosos se hace menc:én unlccmer‘fre q sus propledcdes de carga, famafio y
conformacion, En este sentido, Ia inveshgomén se encuenjrc: en pleno proceso de desarrolio y
a !q larga serd mucho mc:s frecuen‘re el estudio de las propiedades redox del RR frerte a los
dn‘erern‘es sas’remcs blolégicos Exls’ren yc da‘ros dei poder reductor del RR sobre el fer-
buﬁlhidroperéxido, de Tal formcz que se lo considera como un czgente feduc‘ror fipo Fenion y
&5 posibte que lo ahora dIChO sobre el RR en cucmto Q lc:s functones en sisfermnas biologicos
fenga que ser correg:do sobre fodo en los sisfemas dependientes de cclcio y con fonnacién
de perdxidos, por ejemplo en fos procesos mitocondriaies®®°,
~ En mftocondnq se hc: determinado que el RR interviene cchvomente anla formccxon
de rc:dsccﬂes mefio en el sislema constifuide de fer outl hidroperéxido en m_ltocondno y el
mecanismo propuesto se presenta en el ESQUEMAJ 4, a continuacion®; '

resplotofia
e llocondid [
(’ ,
N,
. ,}/ 7 Chogomo gl.cFefil] < o REQRAI — - [CHBJBCOOH
(o ma*m% X
., \,\
Ty Chociame eT.Relll T Ny
BB = oon ﬂCH&}&CO ——— [CHARCOLHAC

ESQUEMA 1.5 Mecanismo propiiesto para la generacion de los radicales metio por el
sisterna fer-butilhichoperdxido/mitocondia inducido por el RR. Meinicke et ol 1996

1.2. 7 RR en lb's sisi‘emcs vegemles2°

) C,omo cn’res se ha mencloncdo el RR posee proptedqdes Oxido-reductoras que o
coloccm como un ma’rerlcﬂ m’ferescnte parg el estudio de las fransferencios electronicczs enlos
sistemas blolégacos Uno de estos procesos es la fotosintesis.

1.2.7.1.-la fotosmfesxs y su lacchzacnon

i.a vida en. la herrc: depende de! sol. .Las plantas y lus cionobacterias captan
qujm:camen;g la energia iuminosa a ‘rrovés de la fotosintesis, un proceso impulsado por ia luz
en el que se fija CO, para obtener carbohidiatos (CH,O).

TESISCON | 7
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CO,+H,0O 5 (CH,O)+0,

Esfe- proceso en el que fanto el Ci-’f)2 como el HO se reducén para formar
carbohidratos vy éi 02; es esencialmente el inverso del metabolismo de oxidacion de los
carbohidratos. | | |

Los carbbhid%a?os formados en la fofosintesis son; por lo fcnfo, una fuenfe de eﬁnergic
parg el _o_rgdni'smq que los produjo, asf como para los orgchisfnds no fotosintéticos qrue
directa o indirec?q_mé.nte consumen organismos fotosintéficos. De hecho, incluso la industric
modemna depende eﬁ gran manera de productos de la fofosintesis, ya que el carbdn, el
petrdlec y el gas (los lamados combustibles fésiles) son los restos de antiguos organismos. Se
estima que la folosinfesis fila anuaimente  aproximadamente 10" toneladas de carbono, lo
que 'represen’rq el caiquenamiemo de unos 10" KJ de energia. Por ofra parte, a o largo de
millones de oﬁoé, Ea' fotosintesis hi:z producido el O, de la atmosfera terestre.

La nocion de que las plantas se nutrian de cosas fan Insustancicles como la luz y ef
aire tard6 casi dos siglos en comprobarse. En 1684 el fisico de Flandes, Jean Bapftiste von
Helmont, escribid que, al hacer crecer un sauce en una maceta, la pérdida de peso del
suelo en que habia echado raices el dbol era insignificante. Aunque todavia faitaba un siglo
para que se enunciose la ley de o conservacion de la materia, von Helmont afiibuyé el
gumento de peso del dibol al agua que habia absorbido . Estd idea fue ampliada en 1727
por Stephen Hales af proponer gue tas plantas obtienen parte de su material del aire.

El primer indlicio de que las plantas producen oxigeno fue enconfrado por el sacerdote
y pionero de la quirica, el inglés Joseph Priestiey, guien escribiod: .

“Al ver que las velas arden muy bien en el aire en que las plantas han crecido durante
mucho fiempo, vy al fener aiguna razén para pensar que habia digo relacionado con o
vegetacion, gue renovaba el aire viciado por la respiracion, pensé que era posible que el
mismo proceso pudiera renovar fambién el alle viciodo por las velos ardiendo Por
consiguiente, el 17 de agosto de 1771 puse una ramita de menta en una clerfa cantidad de
aire en que habia c}dido una vela hasta apagarse, y vi que &l 27 del_mism'o més ofra vela
ardia perfectamente en él”. '

Aunque mds adelante Priesfley descubrio el oxigeno al que denomind “alre libre de
flogisto”, fue Antoine Lavoisier, quien dilucidd su papel en fa cdmbusﬁén y en la resplracion.
Sin embargo, el frabajo de Priestley inspiré ol fisico holandés Jan lngenﬁHousz, quien en 1779
demostié que el poder “purificador de las plantas reside en la Infiluencia de la luz solar en sus
partes verdes. '
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En 1782 el religioso suizo Jean Senebier moshd que el CO,, al que denomind “aire
fijado”, es asimilado duranie la fotosintesis. Su compatiiofa Theodore de Saussure encontro en
1804 que el peso de ia materia o;gdn_lcc: producida por las plantas y el oxigeno liberado es
mayor que el peso del CO, consumidc_;-'_?o?’tg”rah%é, legd a la conciusidn de que &l agua, I
Unica sustancia que habla afiadido ai sistemna, fambién era necesaria para la fotosinfesis. Ei
Gtimo ingredienfe en la. receta de la fotosintesis fo esfablecio en 1842 el ﬂéiéiogo aleman
Robert Mayer, uno de los formuladores de la piimera ley de la fermodindmica, quien dedujo
que las blanfés convierten la energia luminosa en energia quimica.

En Ios'*”organlsmos eucqnofcs {qgigas y plantas superiores), la fotosintesis se localiza en
los c!oroplos’ros que s0n orgcnetos subcelutc:res membranosos. El primer indicio de que los
cloroplastos. cciucm de estcz manera fue una obsenvacion de Theodore Englemann, en 1882,
Descubrid que pequenos bacfenas con cc:poccdcd para moverse se congfegcbcn ‘en la

superﬂcie del aiga Splrogym en b__ cle oxigeno, sﬁuéndose sobre. sy co'cloroplasto

pero sélo cuc:ndo el cloroplcs’ro es’rqbc: iiumlncdo Los cloropictsros deb n:ser bues el lugar
donde la iuz induce icz produccm&n de O,, es dectr, la fotosintesis.

cforop]c:stos tienen . una membrcnc: exierna muy permecble y una membrcmo interna

prdcﬁ(:qm“ent_ impermeoble sepc:radcs por un. estrecho espcscu:: In?ermembranci La
membrana intema incluye al estroma, una dlSOlUCIOﬂ concermcda de enzimas, gue también

contiene DNA, RNA y ribosomas que porhc;pc:n _én Io s:n'rems de varas protefnas del
cloroplasto ~-muy similar a la matriz mitocondrial-. El esﬁomc: o su vez, rodea un tercer
compartimienfo membranoso, el tikacoide (dei griego: thylakes, saco o bolsa) Ei filocoide es,
probablemente, una Unica vesicula muy plegada, a pesar de que en Muchos organismos
parece: formado por grupos apilados  de sacos en forma de discos, Jlamados grana,
inferconectados por lamealas def esroma no cpi!c:dds.‘ Nomaimente, un cioroplasto contiene
de 10 a 100 granas. Las membranas filkacoidales se forman a partir de invaginaciones de ia
mermbiana Interor de los cloroplastos en formacién y, por eso, se asemejan a las cresias
mitocondriales (ESQUEMA 1.7),
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© ESQUEMA 1.6. Diagrama esguemdifico. de las esfructuras principales en céluias vegsiales y
ctor0pics10

. los fipidos de [ membrcnc ﬁlacocdoi poseen una. compos;[clén caracte(sﬁca Estén
formodos por sélo 10% de fostolipidos; la mayork, aproximadamente 80%, SON_Mono. y
digalactosil diaciglicerales sin carga, .y el restante. 10% son los suifolipidos suifoguinovosil
diacigliceroles. : . L

Las cadenas de acilo de esfos Iapidos poseen un elevado grcxdo de lnsTauracxén io
que confiere una elevada fluidez a la memibrana tilacoidal.
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ESQUEMA 1.7. Micrografia elechdnica y diagrama esquemdtico de un cloroplc:m‘o de maiz
Vost, D BIOCHEMISTRY. 1990

La fotosintesls se produce en dos fases:

1. Las reacclones de la fase luminosa, que utilizan ki energia luminosa para generar
NADPH y ATP. _ _ _ _

2 Las reacciones de la fase obscura, en redlidad reacciones independ:entes de fa luz,
que. utiizan NADPH y ATP para impulsar (g sintesis de carbohidratos, a parlir de CO, y
RO

-La_s reacciones de la fase luminosa se focalizan en la membrana ﬁlacoidql_ e Incluyen

procesos similares al Trdnspor’re elechtnico y ki fosforiiacion oxidativa mitocondriales.

;E‘n_ !os__prngriqntes vfp’rosintéﬁcos que carecen de cloroplastos, las reacciones de ia
fase lumi_nosa_‘ﬁe_nen lugar en la membrana p!aéméﬁca {inferna) o en estructuros altamenie
invaginadas dgsrivadqs -_der eliq, llamadas ;’c:ro-moféforos... En los eucariotas las reacciones de o
fq_se'.oscura fienen Eug_dr en el estroma, & fravés de un ciclo de reacciones enzimdticas.

1.2.7.2.- Reaccionés de la fase fuminosa

Se incluye esfa descripcién de ja fose luminosa dado que es la Unica gue tiene
felamén con ios objetivos de este frabgjo de tesis. PO! tanto, la fcuse obscura no se incluye.

‘Durante las primeras déchcs de este s:glo se postuté que tc: luz al ser absorbida por
o p]gmen’ros fo?osin’féhcos reducia directamente al 602 que a su vez, se combinaba con
el aguc: pqra fofmar 10s carbohidratos, Desde este pum‘o de vista, el O2 formado por i
fo’rosmtems provrene det CO,. Sin embc:rgo en 1931, Cornells vun Niel mosrré que bacterias
fo’rosmféﬁcas verdes ancerobias, que 'usan HQS durarite la fo?osm?esls forman azufre:

CO, + 2Hy8 e dE Ly (CHO) + 25+ H,O

TESIS CON 2
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El parecido, a nlvel qwmico emre el H,8 y el H,O llevd a van Niel Q proponer que la reaccion

general de'I

c:prove : ;n_q ic: energio luminosa para oxidar HA (reocmones de la fase lumlnoso}.

2HA —5 2A +4{H]

Y que, despues, el agente reductor resulfante [H] reduce el CO, (reacciones de la fase
oscura).

CO, + 4 [H] ———3 (CHO) + H,0

Asi, en la fotosintesis aerobiq, es el H,0, vy no el CO,, el que se fotoliza (se rompe por accion
de Ia luz). ' '

La validez de la hipdtesis de van Niel se demostié, sin dejar lugar @ dudas, con dos
experimentos. En 1937 Robert Hill descubirid que, al fluminar cloroplastos que carecen de CO,
en presencia de un aceptor de electrones arfificial, el femcianuo [Fe{CN}*, se produce O,
con la reduccion concomitante del aceptor { a ferocianuro, [Fe{CN) ]+, en este caso) Esta
reaccién, llamada reaccién de Hill, demuesta que el CO, no participa directamente en la
reaccion de produccion de O,. También descubrié, mds tarde, gue el aceptor nafural es el
NADP*, gue en su forma reducida, NADPH, se usa en las reaccionss de ia fase oscura pora
reducir el CO, a carbohidrate En 1941, cuando se pudo disponer del isdlopo '°0, Samuel
Ruben y Marfin Kamen demostraron que fa fuente del O,, que se forma en ka fotosintesis es el
H,0: - | |

H,*0+CO, ~—3 (CH,0)+ "0,

El principal fo‘_rorreéept_or de la folosintesis es la clorofila. Lo luz absorbida por las
cloroflics anfena vy los -pigmenfos qccesorios. se fransfiere a fos centios de reaccion
fotosinteticos. Las clorofilas excitadas pasan sus elechones d fraves de una serie de_-__acep‘_rores
que conwer!en la energia electidnica en energia quimica. | /

Las plantas y cianobacterias Lmilzan el poder reductor generado por la oxidacion del
agua, impuisada por la fuz para producir NADPH.

Dentro de esfa fase IQminosa, ocurren cuatio sucesos importanfes (ESQUEMA 1.8);
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A} Exchacion fofoguimica de la clorofila. La energla luminosa aftera © excita clertos
elechones de la molecula de clorofila y estos son fransferidos a moleculas aceptoras
de electrones Graclas a esto, las moléculas de clorofila se oxidan.

B) Fotcoxidacion def H,O (fotdlisis). La molecula de agua se rompe v lIbera O,, electiones
y protones (H*')

C} Fotoreduccién del NADP. Este capta los electrones desprendidos de la clorofiia vy ios
protones provenientes del agua, para formar NADPH (ef cual es ufilizado en la efapa
incependiente de la luz).

D} Fotofosforilacion del ADP Formacion del ATP a partir del ADP + P + Energla Liberada
en el salo de elechiones de la oxidacion de las moléculas de clorofila,

Las semireacciones que componen este proceso, junfo con sus pofenciales estandar
de reduccion son:

O, + 4e + 4H* 52H,0 E*=+0818V vy
NADP*+ H* -+ 2e *3NADPH £¥=-0320V
De ahi que, la reaccion global de cuato electrones y su potencial estdndar redox es:
2NADP* + 2H,O 5SNADPH + O, + 2H AEY=-1135 V

En la absorcldn de luz participan dos procesos. Elio se puede explicar por un modelo
mecanistico, el esgquema Z (ESQUEMA 1 9), que postula que la fotosintesls que produce O,
ocure mediante las acclones de dos cenfios de reqcecion fotosinteticos que  esién
conectados en serie:

1. E fotosisterna 1 (PS¢, genera un reductor fuerte capaz de reducl NAPD* v, al mismo
flempo, un oxidante débil. El fofosistema | capta la vz, cuya longitud de onda sed
menor o igual o 700 nm. Actlan moléculas de clorofia A que absorben hasta un
maximo de 700 nm y se llaman P700

2 Ef fotosisterna It (PSH)*7, genera un oxidante fuerte capaz de oxidar el H,Q y, al mismo
fiempo un reductor débil. El fotosistema il reacclona con moléculas de clorofila B que
absorben en un maximo de 680 nm v son llamados P480,

El reductor débil reduce al oxidante débil, de modo que PSiy PSIl forman un activador
eneigético de elechrones en dos fases Asl amibos fotosistemas actuan para que la fotosintesis
(fransferencia de elechones del H,O al NADPH) ocurQ.

La uz es recibida en el PSIl por la clorofila P680 que se oxida al liberar un elechon que
asciende a un nivel superior de energia; ese elechon es recogido por una sustancia aceptornd
de elechones que s reduce, i plastoquinona (PQ) y desde ésta va pasando a lo laigo de

23



& ANTECEDENTES

una cadena ransporfadora de electiones, entre 10s que estan varios cliocromos (cyt b/f} y Qs

lega hasta la plastocianing (PC) que se los ceder@ a molécukas de clorofila del PSI

En el descenso por esta cadena, con oxidacidon y reduccién en cada paso, e
glectrdon va liberando o energia que tenia en exceso; eneigia que se utliza para bombear
profones de hidrogeno desde el esfroma hasta el Inferior de los lacoides, generando un
gradiente electroquimico de protones Estos protones vueiven al estoma g fravés de o
ATPasa y se originan moleculas de ATP

El fotosisterna |l se reduce al recibir electrones procedentes de una molécula de H,0O,
que también por accién de la iuz, se descompone en hididégeno y oxigeno, en el proceso
larmado foidlisis del H,O De este modo, se puede manfener un fiujo confinuc de electrones
desde el agua hacla el fotosisterna Il y de éste al fotosisterna |

En el fotosisterna | ka luz produce el mismo efecto sobre la cloroflia P700, de modo
que algin etecfrén adquiere un nivel energetico superor y agbandona la molécula, es
recogido por ofro acepior de elechones, ia ferredoxing, v paAsa por una nueva cadena de
transporte hasta llegar a una molécula de NADP* que es reducida a NADPH, al recibir dos
electrones y un protén H™ que también procede de la descomposicion del H,O.

Los dos folosisternas actian conjuntamente, procese conocido como esquema en Z
(ESQUEMA 1 9), para producir la fotofosforiiacion (obtencion de ATP) o hacerlo solamente el
fotosistema 1; se diferencia entonces entre fosforllacion no-ciclica o aclclica cuando acfian
los dos, y fofofosforllacion ciclica, cuando acila el fotosistena 1 Unicamente. En la
fotofosforiiackdn aciclica se obtiene ATP y se reduce el NADP* o NADPH, mientras que en la
fotofosforiacion ciclica unicamente se obtiene AIP y no se libera oxigeno.

Mientras o uz incide en los fotosisternas, se mantieng un flujo de electrones desde el
agua al fotosistema |, de éste ai fotosisterna 1, hasta llegar of NADP* que 1os recoge; esia
pequena cormente sléchica es I gue mantiene el ¢iclo de la vida

Los componentes que parficipan en el ransporte de elechones desde H.C ¢l NADPH
estén organizados en su mayor parte, en tres pariculas unidas a la membrana de los
fiacoides: PSH, el complejo citocromo bg-citocromo Ty PSI. Los elechrones se transfieren entie
estos complejos o fravés de riansportadores moviles de elechones. La plastoguinona (Q), con
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su reduccion a plastoquinot (&H,), enlaza PSIl con el complejo del citocromo ,f que a su
vez interacciona con &l PSI a fraves de ia proteina movil plastecianina (PC).

Refomando la idea de la descripcion de los compenentes de I reacciéon luminosa de
la fotosintesis, el primer eslabdn del proceso 10 constituye el fotosisterna |, el cual involucra ta
oxidacion de dos moleculas de agua para formar una molécula de O,, proceso que requiere
de cuafo elechiones Cada molécula de O, es producida por un Unico fotosisterna que sufre
la ransformacion a cinco estadios redox diferentes. Las cinco efapas de la reaccion liberan
en total cuatio protones de dos moléculas de agua en &l espacio interno del tlacolde de una
forma gradual. Las evidencias indican que el PSI posee cuato iones manganeso unidos o
proteina Por 1o visto estos iones Mn forman un complelo con actividad catalifica, e complejo
productor de oxigeno (OEC), que une dos moléculas de agua facilitando la formacion de ..
El OEC sigue un ciclo a taves de una serle de estados de oxidacion {los estados S, en los
cucles participan probablemente diferentes combinaciones de Mnfill), Mn(lV) y Mn(V)), al
fiempo que captura profones y electrones de las moléculas de agua y finaimenfe fibera Q,
en el espacio interne del filacoide. £l Ca?* vy el Cl son cofactores esanciales en la produccién
de O,; su ausencia bloquea ia oxidacion de H,O, si blen no son necesarios pard a reduccion

dal Mn.

£l sigulente eslabdn en la cadena de tansporte elechdnico de PSI es una sustancia
conocida como Z, que pasa jos electrones desde el complejo Mn-proteina que escinde al
agua al centro de reaccién de PSII La especie que absorbe os fotones en el cenfro de
reaccion de PSH se llama P680, de acuerdo con la longitud de onda de su méximo de
absorcion Ei P68, formado por ik excifacion de ia iz, y que se encuentra enfre uno de los
mds potentes oxidantes bloldgicos que se conocen, extrae electrones del H,O por mediacién
de Z y de los estados S de OEC La cadena de transportadores elecrénicos que se encuentra
del lado reductor de P680 estd constituida por una molécula de feofiiing o (Pheo a; Chl a
con el M@* sustituido por dos protones), a la cual P680* fansflere un elechion,
probablemente a fravés de una molécula de clorofila a (Chi a), y después a un compiejo
plastoguinona-Fe(ll), designado Q. Seguidamente, se fransfieren dos electrones, de uno en
uno, ¢ una segunda moléculo de plastoguinona, &, que caphra dos protfones en o
superficle estomal de ioc membrana del filacoide A confinuacion, el plastoguinil resultante,
&H,, infercambia con el grupo de moléculas de plastoquinona unidas a membrana. La
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DCMU, ast como muchos oftos herbicidas usados habiiualmente, compite con o
plastoquinona por el sitio de filacion de &, en PSII, explicéndose por qué inhiben Ia fotosintesis.

Desde el grupo de as plastoquinonas, fos electones pasan a raveés del complgjo def
citocromo b,-f. Este complejo proteico estd compuesto por un cifocromo f, un citocromo by
con dos giupos hemo, una profeina de hiero-czufre [2Fe-28] y un plasfoquinol unido. Ef
complejo de citocromo b,-citocromo f fransporia tanto protones como elechones desde el
axterior hacia el inferor de la membrana filacoldal A ia fecha se desconoce el mecanismo
exacto aunque existen varias teorias af respecto. No obstante, es claro que el transporie
electrdnico a través del complejo de citocromo bg-cltocromo f genera buena pare del

gradiente electroquimico de profones gue impulsa fa sintesis de ATP.

Lo fransferencia de electrones entre el complejo del cifocromo b,y PSI estd mediado
por la plastocianing, una proteina periférica de membrana  locallzada en la superficie
luminat del tilacolde El centro redox que conflene Cu, de este mondomere moévit de 10.5 kD
sigue un ciclo entre los estados de oxidacion Cu(l) y Cu(l).

El PSI, el fotoslsterna de potencial de reduccion menor del cloroplasto, es muy
diferente de PSl. El centro de asorcion de folones del PSI, P700, consta probablemente de
un dimero de moléculas de clorofiia o La fotooxidacién de P700 da lugar a P700Y, un
oxidante débil que seguidamente acepta directamente un electron de la plastocianina  En
¢l lado reductor de P700, el andlisis de cambilos del EPR, inducidos por la iuz, indica gue el
elechdn pasa ¢ faves de una cadena de fransporadores de elechones con un potencial de
reduccion creciente. El primero de estos transporfadores, designado A, parece gue s un
mondmero de Chl a, mienfras que €l segundo tansporitador, A,, s probablemente ia
flloquinong {vitamina K1)

Por uliimo, el electrdn pasa a fraves de fres ferredoxinas unidas a membranaq, las

femedoxinas X, Ay B, las cuales contienen agrupaciones de [4Fe-45].
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ESQUEMA 1.8. Representacion esquemndtica de la membrana filacoiddl y los cornponentes
del frangporte. elecidnict en la fase luminosa de la-fotosinfesis, Voot D BIOCHEMISTRY.
1990.

Los electrones que salen del PS| plieden seguir una de estas dos rutds atlemativas:
1.- La mayor parte de 1os elechones siguen una.ruta no clclica; pasando a una fefredoxing
soluble de 11 kD, Fd, que confiene [2Fe-25] v que estd iocalizada en el estroma. La Fd
reducida, a su vez, reduce e NADP*, en una reqccién mediada por la feredoxina-NADP*
reductasa de 37 kD, y que contiene FAD como cofactor, rindiendo el producto fingl de o
reqccion luminosa del cloroplasto, el NADPH,

2 - Algunos elechones: vuelven desde P8I, a través del cifocromo bef, al gupo de las
‘plastoquinonas, receomiendo de ese modoe una ita: ciclica que fransloca. profones a ftravés de
la membrana filacoidal. Bl explica la obsenacion de que los cloroplastos absorben mas de
ocho folones por cada molecula de O, producida. La rgla ciclica es independiente de o
accion de PSlly, por tanto; no resulta en la produccion de O,

Probablemente; el fiujo ciclico de elechiones fiene la funclién de incrementar la
cantidad de AIP producido en.relacion o ia de NADPH vy, deesta formga, permite que la célyla
regule las cantidades relativas de estas dos sustancias de acuerdo con sus necesidades. No
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obstante se desconoce el mecanismo que reparte los electrones en las rulas ciclica y no

ciclica.
~L3 5
D& -
..0,5 o
¥ia oielica NADP
-94 - R +
' . / /’2}5"'
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ESQUEMA. 1.9. Diagramna deldllado del esquerna Z de la fotosintesis. Voet, D. BIOCHEMISIRY. 1990

1.2.7.3.- Hallazgos en reactividad de RR frente a la fase luminosa

Es importante recordar. que €l RR es capaz de dlierar el meiabolismo del caicio e
independientemente del sisfema en estudic esa es una de las primeras observaciones a
realizar,

El caicio en las plantas también posee un papel clave en muchas de kas funciones
fisicldgicas. Por ejlemplo, &s un segundo mensajero y por o tanto es especialmente importante
en sl manfenimiento de la homeostasis celular y en las rutas de fransduccién de sefiales® &
Por lo tanto, las [Ca'} citopldsmicas deben estar esiictamente reguiadas. La captura o
secuestio de Cao®* denfro de compartimentos membranales estd bien documentada en el
reficulo endoplasmico y en las vacuolas®®. En estos compartimentos submembranales se han
enconfrado dos mecanismos de fransporte y-regulacion: Uno es i bomba Ca?*Mg?t-ATPasa,
qgue es parcialments  requlada por g calmoduling, como ocunre en muchas de las
membranas plasmdticas de animales. Y el segundo mecanismo, de ransporte de caiclo, se
genera mediante una proteing que transporta activamente calcio y profones mediante un
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mecanismo antiporte Ca**/H*. Este transporte en las plantas estd regulado por hormonas, por

-

la gravedad y la luz, por lo cudl es bastante sofisticado y se encuentra en estudio.

Se ha encontrado, que el cloroplasto tambien puede ser utilizado por la célula vegetal
como un reservorio de [Ca?*1™ | Existen imprecisiones en los experimentos debido a causas
fécnicas. La determinacion de kas concenfraciongs en 1os compartimentos subceluiares resutta
muy compleja, especialmente porgue las variaciones son del orden de um?”

Ademas se ha propuesto que el cloroplasto puede jugar un papel imporfante en &l
manfenimiento de bajas concentraciones de calcio ya que el Ca?* libre en el estoma reguia
muchas enzimas clave involucradas en la asimiiacion fotosintética del CO,, entre las que
podemos mencionar @ kg fructosa 1,6-bifosfatasa v a la sedoheptulosa 1,7-bifosfatasa®™,
ademdas de la NAD cinasa®™

Bl Co?* es fambién esencial para la generacion de O, por el PSP Se sabe
recientemente que el complejo OEC retiene un Ca?* por PSHI el cual es indispensable para la
actividad de produccion de O,. La produccion de O, es inhibida a bajas concentraciones de
caicio y se induce nuevamente, restituyendo niveles de Ca?* ™%,

Por lo cual, la consideracion de que los cloroplastos fienen funcién de resenvoiic no es
del tocio real. En este organelo, el mecanismo principal de ransporte es el antiporte Ca?t/H*' Y
¥, por lo cuagl existe una interaccion entre el fransporfe electdnico folosintético vy este
mecanismo de fransporte v reguiacion Asl, la enfrada de Ca** ol cloroplasio debe estar
regulada por su propio metabolismo mds que por instrucclones externas® . Nuevamente ha
resuftade dificii monitorear con precision tas enfradas vy salidas de los iones sebre todoe porgue
la composicidn ionica y el pH en el estroma es diificl de controlar en cloroplastos intactos.

En cuanto a las investigaciones realizadas con el RR en vegetales los resultados son los
siguienfes El RR ha sido empleado como aceptor electrénico en PSI®. Los estudios preliminares
incican que el RR inhibe ia produccion de O, debido a que actla sobre alguna de ias
proteinas que conforman al PSIl que cuenta con sitios de union para el calcio Se concluye en
ol rabajo de Lemieux et aI®, que el sitio de Inhibicidn en el cuat incide el RR se localiza antes o
muy cerca del sitio de donacion de DCP {p-difeniicarbazida), que estd enfre P680y &, %7

También se determind que RR induce cambios substanciales en un polipéptido de 16
KD, al cual se le involucra direciamente con el fransporte de caicio en el cloroplasto’™
Ademas, se determind que la adicion de RR en fraccionss membranaies del PSIE no genera la
iberaciéon mangoneso, como se obsernva comunmente cuando se ve alterada la constitucion
y conformacion del aparato fotosintético Se demuestra con estas observaciones que el RR
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interacciona con proteinas locallzadas en el lado donador de PSll, especificaments con un
polipeptido exfrinseco de 16KD, generando grandes perturbaciones A la superficie que da al
umen del filacolde, Inhibiendo asf el fransporte de calclo e Impidiendo su incorporacion o

acceso al complejo generador de oxigeno.
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1.3.- Caractetizacion y estudio de ia reactividad quimica del rojo de rutenio

1.3.1.- Generalidades

El rolo de rutenio es un compuesto inorgdnico sintético descrifo por vez primera por
Joly'' en 1892 y desde esa fecha se ha investigado ampliarmente con el fin de conocer mads
de sus propledades, estableciéndose como uno de 1os mds famaosos compiejos de valencia
mixta de rutenio

Como ya lo hemos mencionado en las secciones anteriores, el RR ha llamado Ia
atencion de los investigadores de diversos campos de la ciencia, tales como el quimico,
histolégico, biogquimice, por mencionar aigunos.

Su nombre, segln los reglas de la HPAC, es cloruro de  di-p-oxo-
bis(pentaamminruteniof{iifetraamminiutenio(lv), resufando mucho mas facll manejar el
nombre rojo de nutenlo {RR), comoe asf lo lamaremos en este frabajo.

Joly'?! determind inicialmente ia formula def RR como Ru,Cly(OH), 7NH, 3H,0 y Morgan
y Burstail'®, quienes tamblién o prepararon, establecieron como formula del RR,
[RU[CHJCHNH,)JCIH,O Gleu y Breuel'™ mosharon discrepanclas con ia anterlor formulacion,
pues & especie catidnica generada debia tener un momento magnético efectivo de 2 MB y
ser ademds virualmente incoloro, mientras que el RR es uno especie diamagnética vy
ademas muesira una infensa coloracion

Fle’rchér y colaboradores’™ propusieron que el RR es un complejo idnico polinuclear
constituldo de 3 rutenios de wvalencic 3+ y 4+ unidos mediante puentes oxo vy
hexacoordinado con grupos amino, que ademds posee cloruros como contralones. Fletcher
y colaborgdores se interesaron mucho en el RR porque obsernvaron gue &l diamagnetismo y la
infensa coloracién de muchos complejos de rutenio se deblan a su naturaleza polinuciear.

Tamblén demostraron que el comportamiento de este compuesto era tipico para un
complejo ’rrlhuciiec:r de rutenio, que 1a estructura Timeérica de ese compuesio no moshaba
cocrdinados haldgenos, vy que al calentaro se lberaba amoniaco, el cual fue cuantificado,
encontrdndose que, coordinados a los fres dGtomos de rutenio, se enconiraban 14 Gtomos de
nifrégeno Con estos resuttados, los autores establecieron la primera formula estructural del RR
(ESQUEMA 1.10), en donde los afomos de rutenio se enconfraban unides mediante dos
puentes oxo, safisfaciéndose asi hexacoordinackon de los Gtomos de rutenio.
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ROJO DE RUTENIO
ESQUEMA 1.10 Forpula estructural del rojo de ruienio

Et coeficlente de extincion molar del RR determinado por estos investigadores fue de
21,000 M'cm™ con una banda de méxima absorcién localizada a 532 nm  Otra evidencia
para considerar @ o estructura del RR como fimérica fue que su oxidacion reversible en
medio deido a una especie café relacionada requeria de 0.33 equivalentes de oxidante por
Gtomo de rutenio'™, hecho gue Ios llevo a proponer que el café de rutenio {CR), producto de
la oxidacion del RR, posee una estructura finuciear simitar

J M. Fletcher y colaboradores deferminaron finaimente que la formula minima del RR
es [Ru;O,(NH;)1,41Cl 4H,0 con un peso molecular de 858 42 g/imol. También concluyeion que
la valencia del complejo es 6+, pues el nimero de oxidacién promedio de cada uno de los
fres Gtomos de rutenio es de +10/3; mientras que para el café de rutenio (CR), de estructurg
muy similar, el nimero promedio es de 11/3, valencia confimada por mediciones de
conductividad vy experimentos de cromatografia de infercamblo  idnico'®.  Incluso
concluyeron que en este compuesto ia distifbucion elechénica involucra enlaces x (pi} lo cual
no tesulta muy comun fraténdose de compuestos de cardcter inorgdnico. Sin embargo,
existe cierfa oposicidn a esta hipdfesis, pues se determind por estudios presiminares
empleando Mdssbauer'®, del RR, que la carga de los fres Gfomos de rutenio se encontiaba
fotaimente localizada

1.3.2.- Sintesis del rojo de rutenio

Ademds de realizar la caracterizacion quimica y una ruta de sintesis detaliada del rojo
de rutenio, Fletcher y colaboradores'™ dan una posible explicacion del mecanismo de sintesis
de este compuesto,

Se parfe de RuCl; nH,O, el cual se mantiene en una solucion amoniacal durante un
par de dias formandose [RUNH,).JCl,. el cuai se oxida en presencia del oxigeno del aire, para
formar el RR, el cual es posteriommente purificado mediante varias recristalizaciones.
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Ona ruta de sintesis que se puede encontrar en la literatura, menciona la reaccion de
RUCE'™ en etanol con dcido ascémico a 85°C por tres hoias, reduccidn del volumen vy
fratamiento con amoniaco por 1Th a 20°C, gue en presencia de oxigeno produce el RR

1.3.3.- Propiedades éxido-reductoras

Mucho se sabe ya sobre sus propledades de dxido-reduccion'®? 105 107 108 108 100 111 pe
conocido que el cation del RR es facimente oxidado a CR (ESQUEMA 1 11), el cual posee un
numero de oxidacion promedio de cada dtomo de rutenio de +11/3. Este CR es reducido
reversivlemente al RR De la arterior evidencia se propuso que el CR posee la misma formula
estructural del RR, con la diferencia de que uno de los dtormos de rutenio(lil} en el RR cambia
¢ un esfado de oxidaclon de (Vi en el CR

7+

[—_ NH3 NH3 H 3 NH3 NHa ;
YA WA W TESIS CON

H3N—}—Rt{\-_"0"“'/ﬁﬂ\""0 —}.R“\“ """ NH3 FALLA DE ORIGEN

NH3 NHz  NH3 NH3 NH3 NH3

CAFE DE RUTENIO
ESQUEMA 1 .11. Formula estruciural de! café de rutenio

Las medidas de susceptiblidad magnética que Fletcher y colaboradores'™ realizaron,
dieron fos sigulentes resultados: p,=1 13 MB por Gtomo de rutenio para el caso del CR,
mienfras que para el RR estos autores encontraron un p, de 0.77 MB. Considerando que [os
vaiores absolutos de los momentos no eran signfficafivos en iémincs de  elecirones
desapareados, detemminaron la diferencia existente entre el u,; de los tres Giomos de rutenio
del rojo y el café de witenio [3(113-077) =11 MB], encontrando que el resuftado era
consistente con la carga extra gue el CR flene respecto del RR.

También estos qutores determinaren que la oxidacion por el oxigeno del alre del RR en
solucion de HCI 01N, despuss de 24 horas sdlo era de 20%, por 10 que dedujeron que es un
proceso lento Sin embargo, en solucion 2N se oxida rapidamente

Finatmente Flefcher y colaboradores'™ explicaron que ia velocidad de oxidacién se
veia favorecida en condiciones en las cuales se tiende a remover el agua de solvatacion del
cation, tales como ef calentamiento del solido o la extracelon con disolventes organicos de
soluciones acuosas de rojo de rutenio.

Los mismos investigadores, ai estudiar la naturaleza del café de rutenio deferminaron

que el catidn era facl y reversiblemente reducido al rojo por I accion del ion hidroxiio.
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Lo anterior motivd una serie de expermentos ya que se obsevd que el ion ‘OH era
inusualimente facll de oxidar en presencia del café de rutenio, incluso se dijo que esta inusuc
reactividad era producto de varas circunstancias favorecedoras Primero que los grupos
amino coordinados al dtomo de rufenio fenion un cardcter no Geido y una muy pobre
labilidad, lo cual impedia la coordinacion de los grupos hidroxilo al Gtomo de rutenio Una
segunda circunstancia favorecedora la constituia el hecho de gue el rutenio s un metal que
ha mostrado tendencia a formar especies con numero de coordinacién 7''2, También se
establecié gue la molécula de RR, ol poseer orbitales de antienlace vacios, era capdz de
aceptar (o densidad elechidnica proveniente del “OH. Incluso s& considerd que la vecindad
de los atomos de rutenio con el oxigeno favorecia la formacion de un ligante dioxigenado e
incrementar Ia estabilidad de las especies intermediarnias.

- -Estudios - posteriores'” realizados por Earley y Fecley describleron la evidencia
expenmenfal Y, dei andilisis de ésta se determind que la reaccion podia representarse de la

gu;enfe monercr

NHg NHg NHy NHy NHg NH, 1 NHg NHy NH, NHyNH3 NHg o
NHE-}‘%---O---ﬁ?u‘;——o-—}lzu{—NHa + COH -0 | Ny ;RL;"-O"‘:fu\"“'o"jux'NHa + Y2 Hao + VaOr
NHa Nty NHaNHy NHy NH, [ HaNmg NbgNH, NH
cdlé de iutenio 10jo de nurenio

ESQUEMA 1.12 Reqccion de reduccion del café de rutenio

Estos estudios sinvieron para confirmar que 1a reduccién del CR al RR requeria de un
electén, como anteriommente lo mencionara Fletcher en su frabajo Ademds, se establecio
que la posible reaccion involucraba la formacion de un intermediario p-peroxo {ligante
dioxigenado) fal como  [[NH,)sRUORU(NH,)(OOH)RU(NH,):I** ef cual se descompone
répidamente, ilberando oxigeno molecular Incluse se enconttd que la oxidacion del rojo al
cofé no se velo modificada por o presencia de iones H*

Mucha de la evidencia experimental apoya ef hecho de que la reaccion de
reduccion sigue un mecanismo especial, que involucra la formacion de un intermediario muy
similar al RR'® {de un giupo p-peroxo por un grupo p-oxo) lo cual lo hace muy dificimente
detectable tfanto en los bandas de mdxima absorcion come los plcos de relativamente boja
absorcién del espectio UW-Vis Para que esta reaccidn de reduccion se lleve a cabo se
supone el alaque nucleofiico del hidroxl!5 at dtomo de uenlo cenfral del CR, Esle
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Intermediario puede ser un perdxido del rojo de rutenio © una especle con un dfomo de
rutenio heptacoordinado

En tal publicacién se determiné que especles como el [RUNH;)** © el [Ru{Hzfll]f,]é+
catalizaban la reduccion del CR al RR.

En un estudio posterlor realizado por Earley, Bignefti y Challipoyi'® se confirma que ia
reaccion de reduccién es un proceso de segundo orden con AH =19 calimol, descartando
la generacion de oxigeno durante la reduccion e informando la evidencia de especies
poliméricas y dimércas de rutenio como subproductos, regeneiables a CR o RR, Se
menciona fambilen la suposicion de la formacion de una especie fimérica relacionada al RR
y al CR cuyos tres rutenios fiene estado de oxidacion de 4.

Los resultados experimentates llevaron a Bignetti y colaborgdores a proponer gue las
posibles especies formadas durante la reduccidon del CR podrian ser RUO,* o RuQ, Se
proporciond iNcluso evidencia del especto infranojo de la formacion de’ denvodééuaﬁdddcs
del nitrbgeno cootdinado at metal, como son los derivados nifrosilados. - w0

La propuesta establecida en ese momento estd acorde a g S|gulem‘e esfequiomema

de la reaccién de reduccion,

8[(NH,JsRUORU(NH, LORUNH,)s]"* + 4H,O + 60H-
i

7H{NH,)sRUORU(NH, L, ORUNH) ] +3RUQ,Z + T4NH,*

Incluso menclonan que el mecanismeo de reqccién comprende el ataque del grupo
hidoxiio af RR y lo formacién de infermediarios altamente relacionados al CR gue involucra
hidraxilamina coordinada, Intermediarios propuestos en sistemas relacionados' 2,

En el frabgjc de Fletcher y colaboradores s& menciona brevernenie la existencia, en
las muestras adn sin purificar (del rojo de rutenio sintetizado por elios), de una pequefia
impureza que presentaba un méximo de absorcion en 725 nm, &l cual actuaimente se
conoce como violeta de rutenio’™ dado que presenta una composicidn simiiar a la del RR
con la diferencia de que ef estado de oxidacién de cada uno de los nucleos de rutenio es
de (V). Este compuesto tampocao ha podido ser caracterizado cristalograficamente, pero se
sabe que la fémula esfructural puede ser como se muestia a continuacion;
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r~ 8+
NH3 NH3 NHg  NHg  NH3 NH3

v/ \w/ \w/

HaN—-RU ~—~Q -~ Ry~~0 —— Ru ~~—NH3

/ N\ /N /N

NH3 NH3  NHa NH3  NH3 NHg

VIOLETA DE RUTENIO
ESQUEMA 1.13. Fdmmula esiructural def violeta de nienio

1.3.4.- Estudios de difraccién de rayos-X del rojo de rutenio y andiogos

La primera estructura de rayos-X del rojo de rutenio fue publicada por Stering''” en
1970, con serias discrepancias entre 1os resulfados quimicos experimentaies y kas conclusiones
a las que este investigador llegd (ESQUEMA 1,14},

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

ESQUEMA 1 .14, Estructura propuesia parc el gjo de utenio por Stefling Amer. J. Bot 57{2):172-
1751970

Posteriommente P Smith y colaboradores determinaron ia estructura de rayos-X de un
andiogo del rojo de rnutenio’ '

En dicho frabajo establecen la estuctura cristaling de un andlogo del RR con
efilendiomina coordinada, ademds de determinar todos los pardmefros, confimando de
esta manela las aseveraciones hechas por Fletcher y colaboradores sobre ia estruciura ineal
del RR. )

Este derivado altamente relacionado al RR cristaliza en el grupo espacial P2,/c (C,.5)
del sisfema monoclinico con dimensiones de la celda unitaria de a=8.788(1)4,
b=11.470(1)4, c=14.689(1}A, B=10629(10)° y Z=2, L.as densidades observadas y calculadas
son de 193 (2) gicm® v 191 respectivamente. La celda unitaria contiene fres unidades
timeéricas. La estructura se determind de 2,559 refiexionss independientes, enconirdndoss un
factor R=0.054.

El catién es un ion timerico lineal cenfrosimeético que contiene fres Giomos de rutenio
eniazados por puentes oxo. El enlace Ru-N tiene una longitud entre 212 y 2.21A En dicho
andlogo el Gfomo de rutenio cenfral estd coordinado a dos moléculas de efilendiomina. La
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conformacién de la etilendlaming es similar a la encontrada en ohos complejos Las
distanclas de enlace Ru-O son de 1.850(4) y 1 891(4)4 para los Gtomos de rutenio terminal y
central, respeciivamente Esta diferencia es estadisticamente s!gnificoﬁva, perc no €s
considerada como un Indicador de ia localizacion de los estados de oxidacion de los dtomos
de wienio (il IV, i} La estructura molecular propuesta de dicho compuesfo se presenta a

P N1 £2
L A

NY
s Id. o
Na } / ox1. ot V
& fRu ”% =il

APy L
Lol

continuaclon:

=% 3

N2

ESQUEMA 1.15 Estuctura molecular del cation  J(NM;)sRUORU(etilendiaminal,ORUNH, sl
Smith, P M, Fedley, T, Eariey, J E.y Siverton, JV Inorganic Chermistry, 10(9), 1971

La geometria de coordinacion de cada uno de 1os dtomos de ruienio en ia estructura
es octaedrica Muesha ademas un pequefo desplazamiento de ajes entre el rutenio terminal
y central de aproximadomente 44 grados. Se presenta la mayor distancla de enlace Ru-N
con Ru-N{(4}, que puede afiibuirse a un pequeno efecto frans ejercido por el oxigeno

ARos mds tarde, en 1980, se reporid la estructura cristalina del cation del RR y fiosuifato
como confralon (ESQUEMA 1.16). En dicho trabajo desaroliado por CT. Carrondo, W. P.
Griffith, J. P. Hally A C. Skapski''™® se conciuyé por segunda vez la existencia del esqueleto
ineal N-Ru-O-Ru-O-Ru-N formado a partir de tres dfomos de rutenio hexacoordinados. Estos
aufores plantearon que el RR, con clorurd como confiaion, no pueade cristalizar debido al
pequefio tamano de los clonuros respecto al  tamafio del cation vy por esta razén elios
cambiaron el confiaion favoreciendo la cristalizacion de tal compuasio. Ef hecho a resalfar es
que experimentaimente la cristalizacién del RR y de los andlogos, ya sea resultado de
oxidacion o producto de sustitucion de liganies, es un proceso bastante complicado que se
ve influenciado por muchos factores

En dicho trabagjo se concluye ague e RR con tlosuifato como confralon prasenta una
estructura cristaling monoclinica con dimensiones de la celda unitaric de a=15,128(4),
b=16 588(2), c=16.057(2}A; B=121.72(2) a 13 °C, y un grupo espaclai P2,/c. El compuesto
presentd dimensiones de la celda vailables, aparentermente reversibles por exposicion a los
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rayos-X. En esfe trrabagjo se llevaron a cabo un jotal de 3,453 reflexiones Independientes que
fueron medidas a 8= 50° de ias cudles 1,062 resultaron inservibles para l0s propodsitos det
andlisis, con R=0.095.

La estructura, mostrada o final del pérafo en el ESQUEMA 1.16, presenta varios puntos
en comuin con las anteriores determinaciones por rayos-X. Una estructura précticamente
fineal, aun cuando el giro de los enlaces Ru-N ecuatoriales se presentda sobre el dlomo de
rutenio ferminail, practicamente de la misma magnitud, 45 grados.

- .
A
N N r«

TN QO fw G W

(N LN N

ESQUEMA 1.16. Estuctura moleculcr del catidn RR, [(NH,)sRUORUINHL),ORUNH,)]* Carondo
C 1, Grffth WP, Hall J P & Skapski A C. Blochimica at Bicphisica Acta, 627,1980:332-334

1.3.5.- Espectioscopia Méssbauer' 71

Esta especiroscopia difiere del resto de las especthoscopias en varios sentidos. [as
fransiciones que se generan se efectian en el nicleo y por fanto implica emisidn y abserciéon
de radiaciones gama vy los problemas asociados en el rabajo con radiacion de ionizacion.

Bdsicamente, se frata de una absorcién resonante de 1ayos y, provenientes de nlcleos
excltados, con vidas medias del orden de 10 a 107° segundos. Las principales aplicaciones
a la quimica se basan en la inferaccion hiperfina enfre 1os niveles nucleares vy los elechones
extranucleares Es decir, se obfiene informacion relacionada a la estuctura electronica,
midiendo cambios en la estructura nuclear

Tres son los paidmetios gue suelen medirse y que aporan informacién de tipo
estructural: 1) el desplazamiento quimico o isomérico, §; 2) el desdoblamiento cuadrupolar
{AQ) v 3} los desdoblamientos magnéticos hiperfinos {AH). El desplazamiento quimico
depende del hecho de que los espaciados enfre los niveles energéticos del nlcleo
dependen de su entomo quimico (en redlidad, sdlo [os electones s tienen una densidad finita
sobre el nucleo, y el valor de & nos proporciona informaciéon acerca de ese valor o,
eventuaiments, acerca del efecio que los ohos electrones del Gtomo fienen sobre Ia
densidod de electones s} Es deck, la magnitud & contiene informacion en tomo o ka
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eshuchura electrdnica y el estado de oxidacion del elemento asi como sobre la capacidad
deslocalizadora de [os electrones de los liganies.

Como el niicleo no es necesariamente esferico, posee un momento cuadrupolar Q, el
gue puede dlinearse con respecio ai gradiente de campo electrico. Tanto ia asimetria en la
distibucion electiénica, como las distorsiones en Ia esfera de coordinacion del nicleo,
dfectan o la magnitud de AQ, la que, por lo tanto, comprende también una importante
canfidad de informacion eshuctural. Las inferacciones magnéficas hiperfinas, se pueden
detectar cucando los niveles nucleares son desdoblados por un campo magnetico {(efecto
Zesman nuciear}, .

El espectio Méssbauer del RR y del CR (ESQUEMA 1.17) muesha dos dobletes 'eh_ las -
posiciones esperadas para Ru(il) y Ru(iV], con relacion 2:1 y 1:2 , respectivaments'’” y se
muestia a continuacion:

ROJO DE RUTENIO

- ANTLHSIDAD

CAFE DE RUTENIO

~10 <05 0 +05

VELOCIDAD @ § > eem

ESQUEMA 1.17. Espechos Mdssbouer del RR v CR. Seddon, £ A y Seddon, K. R The Chemisfry of
Rutheniurn. 1984. Elsevier Science Pubiishers The Nethedoands
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1.3.6.- Espectiroscopia electrénica

La solucién acuosa del RR es roio infensa, perceptible a concentraciones incluso
menores de 1 ppm. L.as soluciones del CR ¥ VR $ONn un poco menos infensas Los espectros
UV-Vis se musshran a continuacion: | '

16+
£32
14}
—— Rojo de nutenio
1ok T Cdfé de nitenio
6 —— Vicleta de rutenio
o
z Q— 1 0 F 368
= (.- A
0 o8p 7y
% g é . r j‘! \\
o % 06 b ,’l \‘\ .
Ba g0 ‘~ SN
04 - e
g ﬁ “:ﬂ-\“ \\\._
Eé 0z b T .
oo e T
00 '\f/rgééf e : Lo
300 400 500 400 700 800 900 1060
LONGITUD DE ONDA [nrm

ESQUEMA 1.18. Espectro electrénico del rojo de rutenio y sus andlogos por oxdacién’e4 19 2

Los detalies de los espectios de estos compuestos se resurmen en la TABLA 2:2 17

TABLA 2. Bancios principales en CRy RR _
[ }{NH)sRUORuU[NH} ORU(NH,}* H{NH,);RUORU(NH,} ORUNHI 7" |
532 nm (5=21000 L mot' em™) | 460 nm (£=23800 L mot’ em™)
356 nm (e=6300 L mot’ e’} | 360 nm (&=14100L mol’ em!)

Tambieén existen datos del complejo de efilendiamina {en] sustituida en el RR, que se
concenfran en 1o TABLA 3:

TABLA 3. Bandas principales def espectro elechiénico de un andlogo por sustitucion de
igante en RR

[{NH,):RUORu{en);ORu(NH) 1**

[{NH}RuORu(en),ORulNH;)1 7

1370 nm (g=1700 L ol cm™)

800 nm [e=700 L mof' cm’)

Q00 nm [e=1800 L mol” env)

538 nm (=81800 L mot* e}

467 nm {£=46100 L mol? cm)

380 nm [e=6400 L mol* cm™)

369 nm {&=14000 L mol! em™)

240 nm [e=3400 L mot' cm™)

250 nm {e=2800 L moi' cm™)

Solucién bdsica

Solucién Geida

Los espectros de los fres compuestos fienen diferencias importantes enfre si, lo cual ha
permiticdo emplear esta téenica para su estudio e identificacion. Ya que el RR y sus andlogos
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son infensamente coloridos lka medicion espectrofotomética en o regidn visible vy UV, arroja
importantes datos sobre la estruciurg, pureza v reactividad quimica de estos compuestos,

De los datos anterlores es importante resatfar los alios coeficlentes de extincion,
atribuidos principalimente a su peculior naturaleza polinuclear'®

En i literatura® se informa que las soluciones acuosas del fojo de nutenio v sus
andiogos, son inestables por o gue  se recomienda el uso de soluciones de aceiaio de
amonio a pH 7.0 como disolvente para realizar las mediciones espechofotométicas, al cudl
el rojo de witenio y sus andiogos se mantienen estables por largo flempo. Sin embargo,
nuesha experencic nos Indica que en agua o pH=6 son esfables duranie dias_'
(descomposicion del 12% al cabe de 72 h), incrementdndose ia vida media si se mantienen
las soluciones a bajas temperahuras (descomposicion del 1% o cabo de 72 h a 5°C), Pdr el
confiario, se sabe que soluciones mds alcalinas a los de amoniaco provocan g
descomposicion del rojo de futenio. |

Se ha determinado® que el rojo de rutenio es mds estable en soluclones dcidas
generadas por acidos orgdnicos, tales como el acético. Sin embargo, a pH's menores, como
los generados por dcidos mineradles, el rojo de rutenio es casi ins‘famdnecmeme oxidado al
cafe de rufenio |

Fletcher y colaboradores'™, presentaron los especios tanto del 1ojo como de café de
rutenlo, posteriommente Luff presenid estos espectros muy similares o los anteriores y fue capaz
de purificar el violeta de rutenio y determinar su especho UV-Vis.

LUft? detectd una serie de impurezas y subproductos en las mueshas comercicles de
ojo de nienio y realizd una complefa caracterizacion, mediante espechoscopia de
absorcion electionica, de éstas. Por ello lineas antes, le atibuimos a esta técnica, potencial
capacidad de ldentificacion de pureza.

En el estudio realizado por Luff ¢ una gran cantidad de mueshas de wjo de utenio
procedentes de diferentes casas comerciales, se enconid fingimente gue existian
predorminantemente como impurezas:

a) café de ruenio d} clonuro de nitrosliruteniofil)
b} cloruro de hexaamminrutenio(li) e) vicleta de ruienio
¢} cloruro de cloropentaamminiuteniofil}

Los espectios electénicos de ks iImpurezas se presentan en el ESQUEMA 1.19:
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ESQUEMA 1.19. Especho elechdnico de las principales impurezds prese-rﬂes en muesiras de rojo

de wifenio comercial .

1.3.7.- Cdiculos moleculares

Se han calculade los orbifales moleculares para & RR y el CR que son similares a los
orbitales moleculares de la especie dinuclear [Ru,OClL " Las bandas mds intensas del RR y
CR, localizadas en 832 nm y 460 nm, son producio de la transicidén electénica asignada
come n-mw (8,8, Qque Involucia o los orbitales moleculares metal-oxigeno
deslocalizadios!® 119 120

£l esquema de orbitales moleculares original fue establecido para el CR por Jergensen
y Orgei'*° (ESQUEMA 1.20}.

Para la determinacion del ssquema de orbitales moleculares se consideré que el CRy
RR poseen simefiia Dy, Dada la eshuctura lineal del esqueleto completo, os dtomos de
oxigeno puentes fienen una hibridacion sp. Los dos pares de electrones no compartidos de
cada Giomo de oxigeno ocupan un grupo de orbitales e.

En el grupo espacial D,, 1os cinco orbitales del dGtomo de rutenio cenfral se degeneran
en los omitales a,g (d?), big (dy), bag (@2, ¥ €g(de. d;). Por ofia parie, los Glomes de rutenio
ferminaies tienen una simetria local C,,, Y por tanto los cinco orbitales d se desdobian en 10s
grupos a;{d), by(d2), Bi(dy) ¥ e(dy ).
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El sisfema de enlaces o de la molécuia, hace uso de los ombltales sp de ambos
Gtomos de oxigeno, de los orbitales d,2,2y d;? de los dos &dfomos de nutenio ferminal, de los
orbitales d,? y d,, del Gtomo de utenio central y obviamente de [os orbitales ¢ de cada uno
de los 14 dtormos de niltdgeno vy ios oibitales s y p de 1os fres Giomos de rutenio.

El rasiape de los obitales e del oxigeno vy los obitales e{d,, y d,) de los dtomos de
ferminales da origen o dos orbitales a cada lado de la molecula, gue son:

&' =e{Ru) +e(0)

e = o[RU}-e(O)
en donde e conesponde al orblial de enlace del enlace Ru-Q y €’ conesponde ol orbital de
antienlace.

Los orbitales & de cada exiremo de la molécula pueden combinarse a fraves de los
otbifales e{d,, y d,} del dfomo de nitenio central o con los oitales p de enlace o del mismo
alfomo Debido a que los orbitales e del Gtomoe de rutenio central son de tipo g con respecto
al centro de inversion, solamente las combinaciones g entre estos orbliales son factibles De
fal forma las fres posibles combinaciones g son:

e, =e’-¢-¢' (anfieniace)

Te'te ¢’

€+e-e

La formacion de los orbitales moleculares u respecto det centro de inversion del cation
reguiere el uso del sistema de omitales p del Gfomo de rutenio cential; estos orbliaies p se
encuentran ademds involucrados en el sistema de enlace o, Ru{centiall-N. De esta forma los
orbitales € pueden combinarse de manera similar para dar crigen a los orbliales moleculares
de enlace e,=c’'+ €'y 8, =e +¢ (eniace), Los orblicies b, de los Gtomos de rutenio terminales
se encusntran en el mismo plane de los orbitales ¢ del enlace RufcentrcalN (xy.z} v se
combinan para formar los orbifales moleculares byg=b, +b; vy by=b-b). B omifal b, del
atomo de rutenio cenhial, se encusntia ¢ o largo de los gjes xy vy no hay hrasiape con el grupo
de los orbifales b,, de ol forma gue por st mismo constituye un orbital molecular, El esquema
generado fanto para el RR comoe el CR se presenta a confinuaclon:
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CAFE DE RUTERIO AE ROJO DE RUTENIO
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ESQUEMA 1.20  Esquema de obifales moleculares para los cafiones fiméricos RR y CR
los obifdles llencs se han omiido Lo escala energéfica es consistente con los
espechos

La banda principal en la regidn visible de! espectro de RR se asigna a la transicion
e, «e, Bl esqguema explica también el carGeter diamagnetico del RR

Tamblén Jgrgensen y Orgen'™ fundamentan que la estabilidad del esquelsto
mayoritariamente lineal se debe a enlaces de tipe n entre los orbitales t,y de los Gtomos de

rutenio y los orbitales n, de naturaleza 2p perfenecientes a los Giomos de oxigeno

1.3.8.- Espectroscopia vibracional

En cuanto dl especto infrancjo del 1ojo de rutenio es importante notar que se observan
claramente fodas las bandas de vibracién de los grupos aminos'?', a decir, a de elongacién
asimétrica del enlace N-H, que se localiza a 3,230 cm’; o banda de deformacién
asimética del enlace N-H, en 1,620 cm’'; la banda de deformacién simétrica localizado
aproximadamente a los 1,300 em™; v fincimente la banda de deformacion fipo “rocking” a
fos 800 cm™

También mediante la especiroscopia de infrancjo se establecieron kas diferencias
entre el café {como nilrato y sulfato} v el rojo de rutenio (como cloruro), El compigjo rojo
hidratado diflere del complejo café en dos aspectos. Primero, la banda a 3.477 cm,
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asignada a la vibracidén de elongacion del agua en el ojo de utenlo, se encuentra
desplazada a 3,361 cmy' en el nifiato de café de rutenio v a 3,380 cm en el suifato de café
de rutenio En segundo lugar, las bandas de deformacion simética y “rocking” de los grupos
amino en el rojo de rutenio presentan sobretonos a bajas frecuencias las cuales sufren
desplazamiento luego de deuteracion'®, de 1,295 a 1,086y de 1.276 a 976 em™ '® no
detectables en el CR con nifraio o sulfato como contraion Tamblén es importante anctar las
bandas caracteristicas de vibracion del enlace Ru-O, gue se mueshan en el RR a 805 cm™
aproximadamente y en 820 cm para e CR.

Se ha informado el estudio mediante espectoscopia Raman' de la aparente utlidad
gue el RR fiene, yo que cuenta con propiedades singulares para su estudio, @l hecho de
enlazarse a maciomoléculas bioldgicas de manera mds o menos especifica y de poseer una
banda con un alto coeficiente de extincion en la regidén visible del especto
electromagnético, lo cual lo habilifa como una sonda espectroscépica.

Se encontrd que en los espectros Raman del RR se generan cambios sustancicles
luego de su adicion a soluclones contenedoras de atrapadores 0 quelantes de lones Ca?”.
Ademnds, se observd que la adicion de calcio a la solucidn de rojo de rutenio y atiapador de
caicio, reverfian los cambios generades en los especiros Raman. A pesar de que 10s cambios
en la frecuencia de absorcion son muy pequenos, después de su enlace dl sitio de unién del
caicio en las diferentes moleculas, éstos pemiten identificar el fipo de unidn, es decir, el
cambio en el espectro, ya que 8l desplazamiento en la sefial pemmite distinguir cuando el
1ojo de rutenio se enlaza a sitios de union proteicos o fosfolipidicos de las membranas de los

organelos

En cuanfo a sus propiedades de susceptiblidad magnética, Gleu vy Breuel'®
informaron que el rojo de rutenio es una molécula diamagnética. En cambio las pequenas
impurezas de dervados del rojo de rutenio nitrosliiado'® 24, que se encueniran en el RR
comercial, generah el paramagnetismo observade en las mueshas v que iniciamente se
consideraba propio del RR.

Ademds, se defermind que esia molécula de RR diamagnética se convierte en
paramagnética por procesos oxidativos dependientes del pH, en solucion, lo cual brinda una
magnifica oporunidad para fratar de entender un poco mds de la reactividad quimica de

aste fipo de compuesios.
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También se ha estudiado al RR como posible compuesio “sonda” en os estudios con
resonancia magnética nuclear Es decir, combinando 1as propiedades tintoriales del RR en
microscopia electidnica y sus caracteristicas magnéticas, puede ser Glil para localizar dfomos
pariculares en el espacio (en este case rutenio) mediante la mictoscopla electréonica y
encontrar moldculkas asociadas con estos Glomos de rutenio, usando ky pertubacion de los
espectros de resonancia magnética nuclear por fales sondas. Se pensd ideaimente que ka
combinacién de estas tcnicas permitiia rastrear y localizar moléculas en ef espacio’® De
estos estudios finaimente se concluyd que era posible observar la preferencia de unién del RR
a estucturas como polisacdridos vy fosfolipldos, especialmente la fosfatidiletanolaming, Ia
cardiolipina v el fosfatidiinositol Asi, el RR mostrd ser particularmenie (tit como sonda de sitios
de unién de poliaminas en los diferentes compartimentos celulares.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

Obietivo General

Afinar la caracterizacién de los compuestos andlogos al rojo de rutenio vy aportar nueva
evidencia respecto a ld reactividad quimica y biocldgica de este tipo de compuestos

Objetivos Particulares

—

) Purificar y caracterizar a los andlogos café de rutenio y violsta de rutenio.

2} Purificar a los andlogos del RR producto de la sustitucion del ligante.

3) Obtener una estructura cristaling.,

Sinfetizar compuestos finucleares de rutenio empleando una nueva metodologia.

)

%) Caracterizar a los productos de esia sintesis,

} Sinfefizar y caracterizar compuestos mononucleares de rutenio frisustifuldos con
fenantrolina y bipiidina para emplearios como herramienta de andlisis de [os
Hinucleares de rufenio.

7) Probar la actividad bloldgica de los compusstos sinfetizados y purificados en
cloroplastos de espinaca {(Spinacea oleraceq).

8) Establecer la relacion eskuctura-actividad bioldgica
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- Reactivos para la sintesis quimica

Para la sintests de los andlogos al RR, producto de la sustitucion del liganfe, se
emplearon como materias primas los siguientes reactivos: 1ojo de rufenio (cloruro de di-p-oxo-
bis(pentaamminruteniolll)jtetraamminrutenio( V)], 1, 10-fenantroling monohidratada,
hexafluorofosfato de amonio v sylfaio de caicio oblenidos de Aldich Chem. Co. Un lofe de
fenantioling se obtuvo también de Mdallinckrodt En lo que respectka a 1os disolventes el
metanol anhidio grado reactivo {>99%), éter efflico (>97%) v el efanol anhidro grado
reactivo (>99%) se obtuvieron de Merck o Aldrich Chem. Co,

Paia la sintesis altemna de los andlogos de RR a partir de mononuciedres, los reactivos
empleados fueron; complejos de rutenio sintefizados durante este trabajo de fesis, nitrato de
plata (USP), dcido nifrico (>99.5%), solucion de peroxido de hidrégeno al 30% [p/p) v
peiciorato de sodio (98-102%), todos ellos de Aldich Chem. Co.

Para la sintesis de los andlogos al RR, producto de oxidacion, los reactivos empleados
sorn amoniaco {26% NH,}, cloure de amonio y acido nitico {>99 5%) que se obluvieron de
Aldiich Chem. Co El hididxido de amonio e hidrdxido de sodio {perias), se obiuvieron de la
casa comercial J T Baker. Finaimente el carbonaio de amonio grado reactivo se obluvo de
Mallinckrodt El éter etilico (>%97%) se obtuvo de Metck o Aldrich Chem. Co

Para la purficacion cromatografica del RR y andlogos se emplearon RR, formiato de
amoenio (>98%), cloruro de amonio (>98%) vy la resina Intercambladora anidnica DEAE-
cellulose de Aldrich Chem Co., andlogos af RR sinfetizados como parte de este rabajo de
tesis y la resing intercambiadora catidnica CM-52-celiulose de Whatman,

Fingimente en ia sinfesls de los mononucieares disustifuldos de rutenio se empled
cloruro  de  Jienio(fif),  1,10-fenanfrolinag monohidralada,  2,2-bipiidina  (99+%),
acuapeniaciororutenatofll) de potasio y cloruro de fifio, todos elios de Aldrich Chem. Co. Se
emplearon fambién dimetiformamida (99.8%) , éter etilico (>97%) vy acetona (>99.5%) de

Merck.

48



(]I PARTE EXPERIMENTAL

3.2.- Técnicas y equipos utilizados

Andlisis elemental: Las determinaciones del contenido de C, H, N, Cly P fueron realizadas en
un microanalizador elemental, en los laboratorios Christopher Ingold del “University College
London” de la Universidad de Londres, inglaterra. También se empled un microanalizador
Fisons Instruments Modelo EA 1108 de la USAl, en la Divsion de Estudicos de Posgrado de Ia
Facuitad de Quimica de ia UNAM.

Espectroscopia infrarroja: Medio: Los espectros de infrarojo de los compuestos, en pastiias
de KBr, en el infervalo de 4,000-450 cm!, se obfuvieron con el espectofotémetro Perkin Eimer,
modelo 597 B en ia USAl en la Divisién de Estudios de Posgrado de la Facuttad de Quimica de
la Universidad Nacional Autdnoma de México. Lejano: Los espectros de infiarrojo de los
compuestos en el Infervalo de 650-45 cm’!, se obtuvieron en pastilas de KBr, con el
espectrofoidometro Nicolet 740 FT-IR del Deparamento de Quimica inorganica de la Facuttad
de Quimica en la Universidad Nacional Autonoma de México.

Resonancia magnética nuctear: Los espectios de RMN-'H , RMN-C, RMN-1°F y RMN-*'P a 300
y 800 MHz en DMSO deuterado se obtuvieron a temperaturgs ambiente en un equipo Varian
VXR 30-8, del Instituto de Quimica vy en un equipo Varian Unity Inova, en ko USAI de la Facultad
de Quimica de la UNAM. Para los espectios de RMN-'H y RMN-’C se empled TMS como
estdndar de refetencia Iintema. Para la RMN-9F se uiilizé como referencia el dcido
friflucroacético Finalmente en la RMN-*'P se usé Geido fosférico como esténdar de referencia
Espectroscopiaq electrénica: [os especiros UV-Vis de ios cormpuestos sintetizados y del rojo de
utenio se obtuvieron en un espectiometo Hewlett Packard 8452, en solucidn acuosa
empleando celdas de cuarzo de 1 cm de paso oplico

Los espectios en estado solido [reflectancia difusa) se obtuvieron a tempeiatura ambiente en
un eguipo Varian Cary 5E UV-Vis-NIR

Conductancia molar: Los medidas de conductancia molar de los nuevos compuestos
sinfetizados se hicieron en soluciones acucsas a 25°C en el Conductimetro de Hanna
Inskuments modelo HI 8033

Determinacién del punto de fusién: Las determinaciones det punto de fusion se realizaron en
un aparato de puntos de fusion Fisher-Johns, modslo 4020,

Determinacién de pesos moleculares mediante Ia técnica de cromalografia de
permeacion en gel: kste estudio fue realizado en ef Instituto de Materiales de Ia UNAM, bajo la
direccién del Ingenlero Garcia Ledn Las determinaciones se hickeron a 308.7 K en un equipo
Milipore Waters Associafes con columnas de Uitrastyragel de 500 Ay una columna lineal de
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10?7 a 10° A, empleando N-dimetifformamida como eluyente vy un estdndar de poliestieno, El
equipo cromatografico esté acoplado a un refractometro diferencial Millipore Waters 410y a
un moduio de registro de datos marca Waoters, La cunva de callibracion se obtuvo con 11
esténdares, 500, 2000, 4000, 9000, 35000, 110000, 200000, 400000, 900000, 2*10°y 2.7*10°
Da.

Andlisis termogravimétrico: Los andlisis por TGA fusron obstenidos en el equipo Universal V3 0G
TA Instuments, del Instituto de Materlales, por Ia Quimica Carmen Vazquez Ramoes, a los
velocidades de calentamiento de 5, 10 y 50 °C/min desde 25°C hasta 325 °C, en aimésfera
de nifrdgeno

Espectrometria de masas: Los espectros de masa FAB, se obtuvieron utifizando una matiz de
alcohol 3-nitobencilico, en el modo ion positvo en un Instrumento JECI. JMS-SX102A
operando con un voltaje de aceleracion de 10 KV, en a USAI de ia Division de Estudios de
Posgrado de la Facultad de Quimica en la Universidad Naclonai Autdonorna de México.

3.3.- Procedimientos experimentales aplicados al estudio de ia actividad quimicay
biologica de compuestos andlogos af rojo de rutenio

Para ef cumplimiento de los objetivos planteados fue necesario llevar a cabo diversos
frabajos expermentales, los cuaqles se dividieron en funcion de tales objetivos. A continuacion
se descilben los procedimientos generales, junto con ia explicacion del objefivo paricular a
cumplir que obliga a la reqlizacion de tales actividades.

3.3 1.- Sintesis de andlogos al RR por sustitucion de ligante

La sinfesis de los andlogos por sustitucion de ligante se ha reporfado ampliamente en
un tabajo previo'*.

Del frabgjo anfes mencionado, se defermind que se oblenian mejores resultados con
ia sinfesls de los derivados andlegos al RR por sustifucion de ligante empleando fenantrolina
AUn cuando se probaron potentes ligantes como ia bipirdina y cianuro, bajo las condiciones
de reacclén consideradas, ia fenanfroling presentd mayor poder coordinanie’#,

La literatura cifa gue Individuaimente el nutenio (iil) v (V) presentan gran afinidad por los
ligantes nifrogenados tal como amoniaco, etilendiaming, fenanfrolina, bipirdina y aminas
secundarias en general'®; sin embargo, ! RR presenia una reachividad selectiva, bajo las
condiciones de reqccion previomente sefialadas, frente a lo fenantroling, aun cuando se
podria pensar que la bipiidina presentaria el mismo resuliado por tener una estructura similar,
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tal comno se observa frecuentemente en la quimica del rutenio' Dado que la fenantoling es
una estructura mds rigida que Ia bipiiding, la reachividad estard entonces modificada
substanciaimente en funcidn de las habilidades del quelato para sufir disforslones en fa
generacion del complejo de coordinacion, en la busqueda de reduccidn de efectos
estéricos en el complejo

3.3.1.1.-Sintesis del cloruro hexafluorofosfato de di-u-oxo-
bis(ammintristenantrolinaruteniofll})diamminbisfenantrolinarutenio(iv), RRPhen2'%®

El nombre sistemdtico de este compuesto es cloruro hexafiucrofosfaio de di-u-oxo-
bisfarmmintrisfenantrolinarutenio(ifjdiomminbisfenantrolinarutenio{lv), ol cual  llamaremos
simplemenie RRPhen2 .

Asi, se disoivid el rojo de rutenio (0 6 g 6 0.76 mmol) en ia minima cantidad de agua
([aprox. 25 mL), bajo conlente de nifrégeno. Posteriormente se fitrd la solucién en atmésfera
inerte.

Esta solucion se adiciona a un matfraz bola que contiene a la fenantiolina (4,.5396 g 6
22 9 mmoles) previamente disuelfa en metanol (60 mi). Esta mezcia de reaccién se sometic
a agitacion constante durante 24 horas bajo aimdsfera de nifrdgeno.

En esta sinfesis decidimos adicionar a fenanfrolina en relacién 30:1 respecto al rojo de
rutenio, con el fin de sustitulr todas las posiciones de coordinacion en i esfructura metdlica
Posteriomente Ia mezcla de reaccion es sometida a un calentamiento suave a 45°C en un
bano a temperatura constante aun bajo atmdoésfera de N, por 6 horas mas

Al cabo de ese fiempo, se agregd el hexafluorofosfato de amonio (0 7462 g 6 4 57
mmoles) previamente disuelto en metanol, para promover la precipiacion

Al eliminar el exceso de disclvente medlante vacio pudimos observar la formacion de
un precipifado ascuro que al secarse por completo adquind una coloracion gris oscura

Finalmente el sélido se lavd exhaustivamente con efanol, hasta la fotal eliminacion del
exceso de fenanfroling y ofras sustancias coloridas y se secd perfectamente a fin de pesar la
cantidad de producto obfenido, encontréndose 1.6112 g (0.6752 mmoi).

Los resulfados del andiisls elemental de este compuesto amojaron, C:48.41%,
N:13 64%, Cl.3 04%, P:4.70% y H:3.33%, mientras que de la fdmula minima RuO5(ChoH,
No)o{NHa)4(PF6),Cls, los porcentajes caiculados son C:48.32, N:11.74, C1:.3.89, Pi4.46 y H:3 21%

Se sintetizé este complejo para afinar la caracterizacion mediante el empleo de
nuevas tecnicas, dado que su aplicacion bioldgica ha resuliado sumamente prormetedors en

el campo de la fotosintesls
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3.3.2.- Sintesis de complejos mononucleares de rutenio

Descrbiremos a continuacidn la sintesis del cfs-bisbipiridinadiclorororuteniofll), del cfs-
diclorobistenantrolinarutenio(ll) vy la sintesis del cloruro de frisfenantrolinaruteniofll).

3.3.2.1.- Sintesis del cis-bisbipiridinadiclorerutenio(ll), bisbipyRu

El nombre sistemdtico de esfe compusesto es, ¢is-bisbipirdinadiclorororutenioflf] al cuat
flamaremos simpiemente bisbipyRu.

La sinfesis, tomada de la literatura’®, puede iniciarse tomando como materia prima
RUCl, & K JRUCKH,O considerando como materia prima al K [RUCKH,Ol, se disonvid el
complgjo de rutenio {3g, 8 0096 mrhol) en 12 ml de dimetiformamida. Una vez disuelto se
adiciond el ligante, en este caso 2.2-bipidina (2.559g, 1637 mmol] Se adiciond
posteriormente a la mezcla de reaccion cloruro de [ifio (00851 g 6 2mmol) Una vez hecha
esta adicion  se puso a reflujo la mezcla durante 8 h, con agifacion constante. Una vez
ferminado el tiempo de reflujo, se dejd que la mezcia dlcanzara la femperaiura ambiente v
se adicionaron 60 mL de acetona, mezcia que se mantiene en refligeracion durante 10 h a
4°C. Después de este fiempo, la mezcia de reaccién se filrd obleniéndose un poilvo
microcristalino verde oscuro v una solucién rojiza El sdlido finaimente se lavd fres veces con
porciones de 15 mi de agua y fres porciones de 15 mi de éter etilico. Se obtuvieron 3.94g, 1o
cudl coresponde a un 94.64% de rendimiento. La sintesis a parfir de RuCls, regisira
rendimientos del 60 at 75%

los resulfados del andlisls elemental de este compuesto indicaron, C:46.05%,
N:10 99% y H:3.54%, mienfras que de la férmuia minima Ru(C,gHsN,1LCL2H,O, los porcentajes
calculados son Ci46.16, N:10 77 y H:3 87%.

3.3.2.2.- Sintesis del cis-diclorobisfenantrolinarutenio(il}, bisphenRu

El nombre sistemditico de este compuesto es, cls-dicioroblsfenantrolinansenio(llj al cual
lamaremos simplemente bisphenRu

La sintesis es esencialmente igual a la sintesis anterior La tnica diferencia radica en el
ligante a agregar, que en este caso esla 1,10-fenantrolina. Se pesaron 2 g (5 3397 mmol) de
K,[RUCIH,Ol, ¥ s& disoMo en 12 mi de dimetiformamida. Una vez disuetto ef complejo de
rutenio, se adiciond el ligante, (2,196 g, 11.08 mmol). Se agregd, por Ufimo, a la mezcia de
reaccién clouro de fifle [0.01581 g 6 0.356 mmoll v se puso a reflujo durante 8 h, con
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agitacion constante. Al término del reflujo, se dejd que la mezcla alcanzarg la femperatura
ambienfe y se adicionaion 60 mL de acetona, mezcla que s& mantiene en refligeracion
durante 10 h a 4°C. Después de aste tiempo, lka mezcia de reqccidn se filtrd. Una vez fittrada
I mezcla de reaccion se obtuvo un producto verde oscuro menos intenso que el anferior y
una solucién café El sdlido finalmente se lavd fres veces con porcionss de 15 mb de agua y
fres porciones de 15 mi de éter eflice Se obtuvieron 2 7107g, lo cual corresponde a un
89.5% de rendimiento

Los resuifados del andilisis elemental de este compuesto son, Ci49.49%, N:9 76% y
H:3 84%, mientras que de la férmula minima RU(C,,HN,).ClL2H,0, los porcentales caiculados
son C:50.71, N:9 86y H:3.55%.

3.3.2.3.- Sintesis del cloruro de trisfenantrolinarutenio{ll}, frisphenRu

El nombre sistemdtico de este compuesto es cloruro de frisfenantrolinarutenio(ll), at cual
lamaremos simplemente trispheniu.

Se pesd 1 g (2. 67mmol} de K,JRuCIH,QO] El complejo de disohvid completamente en
10 miL de dimetilfformamida  Una vez disuetfo el complejo de rutenio, se adicioné el ligante, a
decir, 1,10-fenantoling, 2.121¢g (10 . 7mmol) previamente disuelfos en o minima canfidad de
dimefiformamida. Ademds, se adicionaron 0.0080g (0.178mmol) de cloruro de lifio. Esta
mezcla se dejo en refiujo durante 8 h al cabo de las cudles era posible observar un cambpio
diGstico de ia coloracion de la mezcla de reaccion de café pardo a un anaranjado intenso,
propio del frisquelato. Finaimente se filird la mezcla de reaccidn, oblenléndose un precipifado
cristalino anaranjado intenso caracteristico'® El sélido finaimente se lava con porciones de 15
mL de agua fria tres veces y fres porciones de 15 ml de éter etilico. De la sinfesis bajo estas
condiclones se obtuvieron 2.0215g de producto, lo cual conespondid a un 90 44% de
rendimiento.

Los resulfados del andlisis slemental de este compuesto anojaron, C:51.21%,
N:10.37% vy H:4 34%, como promedio de dos determinaciones, mienfras que de g fédrmula
minima Ru{C,;HsN,}.CL7H,0, que incluye ademds del complejo frisquelato 7 moléculas de
agua de hidratacion, los porcentajes calculados son C:51 65, N:1002 y H:4.57%.

3.3.3.- Sintesis alterna de complejos andlogos al RR a partir de mononucleares

Consultando la informacidn en la literatura, enconframos un trabagjo desarroliado por
Meyer, Geselowitz y Kutner'®, en donde se describe la sintesis y caracterizacién de un
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andlogo al RR por sustitucién de ligante, en donde se empleq biplriding, del cual se parte

para el desarrolio de 10s siguientes procedimientos:

3.3.3.1.- Sintesis del perclorato de di-u-oxo-bis{acuabisfenantrolinarutenio(lil})
bisfenantrolinarutenio(iV), RRPhen3

En esta sinfesis se partid de una solucidon de 1 1 g {1.94 mmoi) de bisphenRu en 30 mlL
de aguq, la cudl se sometid a ebullicion con agitacion constante  Posterlormente se adiciond
una solucion de nitrato de plata preparada con 0.34 ¢(2.34mmol) de AgNG, en la minima
canfidad de agua Una vez combinadas ambas soluciones se sometid a refiujo ia mezcia de
reaccion por 50 minutos Al cabo de este fiempo In solucidn se enfrid a temperafurg
amblente y se fiilid. Al fiffrado remanente se le adicionaron 0.5 ml. de perdxido de hidrégeno
al 10%. Una vez complefada la adicidon del perdxido de hidrdgeno se sometié ¢
calentamiento a fin de eliminar la mayor cantfidad de disclvente, a fin de tener 20 ml de la
mezcia de reaccién. Nuevamenie se fitlid v finaimente se adiciond perclorato de sedio (7g,
57 17 mmol} La mezcla de reaccion se consenvd en el refiigerador por 10 horas. Se filird la
solucién fiia recuperdndose el producio en el papel filro. Este se recriskalizd dos veces mds
con una solucion de percloraio de sodio al 1%, generdndose microctisiales de color café
rofizo oscuro Se obtuvieron 0 78g (0 3416 mmol} de producto al final de la ecistalizacion
{48.8% de rendimienio) El andlisls elemental enconfrado expeiimentaimente generd los
siguientes resutiados: C, 38 52%,; H, 3.66%; N, 7 0%, mientras gue la composicion porcerntua
calculada para ko formula minima  Ru,O,{CaHaNLJs[HO)e(CIOL)s &8t C, 39.76%; H, 3.06% vy N,
7 73%.

3.3.3.2.- Sintesis del perclorato de di-p-oxo-bis(acuabisbipiridinarutenio(lil))
bisbipiridinarutenioflV), RRBpy!

Se prepard una solucidén con 1 1 g {2 1 mmol) de bisbipyRu en 40 mi. de agua, o cual
se calentd a ebulicion con agitacion constante. Se adiciond una solucion de nitiato de plata
preparada con 0 6267 g(3 68mimol) de AgNO; en la minima canfidad de agua {9 mi). Se
sometio a reflujo la mezcla de reaccion antetior por 50 minutos  Posterlormente la solucion se
enflié o temperatura armblente y se fithd. Al filirado remanente se le adicionaron 0.5 ml de
peiéxdo de hididgeno al 10%. Tras o adicion del perdoxido de hidridgeno se sometié a
calentfamiento parg reduch el volumen de la mezcia de reaccion o aproximadamente 20
mi., Esta se fitd nuevamente v finaimente se adiciond el perclorato de sodio (7.58 g, 61.91
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mmol), fras 1o cual se mantuvo en el refrigerador por 10 h Al cabo de este tiempo, &
soluclon una vez a 10 °C aproximadamente, se fithd, recuperandose el producio en el papel

fitro. Este se recristalizd dos veces mds con una solucién de percioiafo de sodio al 1%,
generdndose microcrisiales de color café rojizo oscuro. Se obtuvieron 0.60 g {0.30 mmol) de
producto al final de la recrisializacion (42 19% de rendimiento}

Los resuttados del andlisis elemental de este compuesto fueron C:3507%, Ni8.13% vy
H:3 16%, mientras que de la fdmula minima, Ru,OL(C, HaN,)s(HOL{CIO,)s. 08 porcentajes
calculados son C:35 .48, N:8 28 v H:3 28%.

3.3 4.- Procedimiento de sintesis de los andlogos al RR por oxidacion

3.3.4.1.- Sintesis del café de rutenio, nifrato de di-u-oxo-(pentaamminrutenio{lli)

pentaamminrutenio {IV))tetraamminruteniol(lV), CR

La siguiente ruta sintética fue extraida del frabajo de Fletcher vy colaboradores'™ Se
tomaron 0,6216 g (0.66mmol) de RR previamente purificado?®Y 1%, los cuales se colocaron en
una caja peirl a la cual se le adicionaron 10 mL HNO, 0.5M. El deido nifico cafaliza la
oxidacion del RR al CR. Se somelid a un calenfamiento a no mas de 45 °C duranfe 30
minutos. Este proceso generd la reduccion del volumen de ia mezcla de reaccion a 5 mt. Al
cabo de este tiempo se enflid vy se dejoé en un desecador hasta ia eliminacion de fodo el
iquido mediante la aplicacion de vacio. El sdlido obtenido, de color café oscuro, se redisoivié
en 5 mlL HNO, 02N, se sometié a calenfamiento nuevamente vy se filtrd. Eil sdlido obtenido se
lové con HNQ, 001N, etanol y éter etfico. Se dejé secar en condiciones normales de
tfemperatura y presion, obteniéndose un solido microciisialino, de color café oscuro.

El producto se caracterizdé medionte andlisis slemental y expsimeniaimente Ia
composicién porcentual fue: N, 26 03% vy H, 4.53% Esta se compara con la composicién
porcentual estimada a partir de g siguiente fomula minima: Ru;O,(NH,}14(NO,); 8H,0, gue
comresponde a N=26.79% y H=4.77%. Se obtuveron 0.6312 g (0.576mmeol) de CR, que
constituye un 87.12% de rendimiento.

3.3.4.2.-Sintesis del violeta de rutenio, cloruro de di-u-oxo-bis {pentaemmin
rutenio{lV)tetraamminrutenioflv], VR

Para ia obtencidn del violeta de rutenio, VR, se disoMeron 0.6 g {0.76 mmol) de RR
purificado, para de esta forma eliminar iGs impurezas indeseables presentes en e RR
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o

comercial, en la minima canfidad de agua destilada y se oxidd mediante la adicién de agua
oxigenada (5 ml) al 30 % La seleccion de este agente oxidante dependié del hecho de no
generar contaminacion extia de la muestra. Al cabo de 2 dias se obtuvo un cambio de color
de la mezcia de reaccion a morada o azul muy oscurq, Fittramos el sdlido. Se obtuvieron
026 g {030 mmol} de VR, el cual mostid experimentalmente del andlisls elemental los
porcentajes de H:5 04%, N:19.10% mienkas que Ios porcenidies calculados son H:6 74% vy
N:19.94% , para la formula minima: RuaO,(NH,), ,Clg7 H,O,

3.3.5 - Procedimiento de purificacion del RR y complejos andlogos

la fteratura  contiene  informacidn  suficlente  sobre  puiificacion  mediante  Ia
cromatografia de infercambio i6nico y decidimos recurir a ella en funcidn de los buenos
resultados obtenidos en un estudio similar en el compuesto dinuciear de utenio conocido
como Ruy, En este frabajo desaroliado por Emerson v colaboradores™® ¥ 13! se propone el
aislamiento de un subproducto generado en la sintesis del RR, de naturaleza dinuclear
conocldo como Ruy,, de las muestias comerciales de RR vy por ende Ia purificacion del RR

La preparacion de la resing intercambiladora catiénica CM-52 Implicé su hidiatacidn y
saturacion en una solucion 1M de formicio de amonio, compuesto empleado como fase
moévil de esta separacion cromatogréfica, durante 45 minutos. La seleccién se fundamenta
en gue actlia como amortiguador de pH, imporfante para la estabilizacién de los estados de
oxidacion en los compuestos de rutenlo £l pH de hrabajo fue 5.5 para RR vy andlogos por
sustitucion de ligante y pH de 5 al rabajar con muestras de VR y CR, Al ¢abo de este fiempo
se cargd lo suspensién generada 2n la columna cromatografica, pemitlendo o
sedimentacion y drepado de esta. Se frabagjd en todos [0s casos con una columna de
carboximetilcelulosa (CM-52), de dimensiones de 15 ¢m de longitud y un didmefro de dos
centimetros.

Posteriormente se adiciond solucidn 0.1M de formiate de amonio, a o que
previamente se le ajustd el pH segin e! caso. Se eluyeron 200 mi. de solucién 01 M de
formiato de amonio, a fin de lavar perfectamente la columna y equilioraria Una vez
establecidas estas condiciones se prepard la muestia Se pesaron 0 5g del sdlide o puiificar y
se disovié perfectamente en Ia minima canfidad de solucion de formiato de amonio 0.1 M.
La elucion de la columna se efectud con wun gradienta lineal de formiato, desde 0.1M hasta
09 M. Lavelocidad de circulacion de ki solucion fue de 3.5mi/min. Una vez recuperadas
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ias fracciones de interés se procedld a lo liofillzacion de la mussha para reducir al minimo

glguna oxidacion o reduccion especialmente en el caso del RRy CR.

3.3.6.- Estudios bioquimicos

Los estudios bioguimicos fueron redlizados por la M en C. Beatriz King-Diaz, del grupo
de Investigacion delf Dr. Blas Lotina Hennsen, del Departamento de Bloguimica de o Facultad
de Quimica de la UNAM, bajo su direccion.

En funcion de la evidencia previa respecto a ia actividad del RR en el proceso
fotosintético y de la pofente actividad inhiblioria de a reaccldn de Hill defectada por uno de
los andlogoes por sustitucion de ligonte de éste, resuitaba bastfante interesante completar los
astudios perfinentes.

El objefivo principal en este campo reside en el establecimiento de una relacidn
estructura-actividad de los compuestos tinucleares de rutenio, asi como abtener mayor
informacion sobre el mecanismo de inhibicion del proceso fotosintético.

3.3.6.1.- Aislamienfo de cloroplastos y determinacién de clorofila

Los cioroplastos intactos fueron aislados de espinaca [(Spinacea oferaceq) obtenida en
el mercado. El procedimiento de obtencién descrite y modificado!?? 123134133136 sg dageribe o
confinugcion:

40 gramos de hojas de espinaca furgenias y en buen estado se lavaron con agua de
Ia llave Se les quitd ia nervadura cenfral y el dplce para eliminar los cloroplastos viejos y
jovenes; después se cortaron en pedazos y se colocaron en un vaso de licuadora (enfriado
previamente a una femperatura de 4 °C) con 180 mlL de medio de aqistamienio gue
contenia sacarosa 400 mM, MgCh 5mM y KCI 10 mM  Este medio de disiomiento fue
amortiguado con ficina de sodio 30 mM a pH=8 0.

Se homogenizaron ias hojas y el medio de dislamiento en una licuadora Osterizer
Custom Mod. 1-21 durante 5 segundos a velocidad méxima El homogenizado se fithd o
fravés de cuatio capas de gasa. El filirado resulfante se cenfiifuge a 3,500 pom durante 3
minutos en ung centifuga MSE Mod. LR-6 a 4 °C. Estos pasos se realizaron de manerg gue se
sormetiera a la minima cantidad de uz al homogenizado. El sobrenadante se desechd vy la
pastiia que contenia a los cloroplastos se resuspendié en un volumen de 3 a 5 ml en &l
medio de gislamiento Finalmente 1o suspension se guardo en un fubo de ensayo frio, cublerto
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con un manto oscure para profegernio de la luz durante 1 hora. Es importante mencionar gue

fodos los pasos de dislomiento dethen efectuarse a una temperatura aproximada de 4°C,

Posteriormente los cloroplastos fueron lisados con la finalidad de generar tilacoldes
libres a parlir de la Incubaciéon de los organelos intactos en un medio de fransporte de
electrones hipotonico cuya composiclon fue: solucion de sorbitol 100 mM, KCI 10 mM, MgCl,
5 mM, KCN 0.5 mM vy buffer de fricing 30 mM {pH 8.0, por la adicion de KOH).

Para la determinacién de la concentracién de clorofila en los cloropiastos se tomaron
5 mL de solucion de acetona al 80% { temperatura ambiente) en res fubos. A dos de ellos s
les agregd 20 ul de cloroplastos aislados y resuspendidos, se agitaron vy taparon
vigorosamente en un Vorex Genis Mod. K-850-G y se cenfiifugaron durante & minutos Q
velocidad mdéxima a fin de sedimentar ios residuos de cloroplastos. Se leyd el sobrenadante
en un espectofotdmetro Pye Unicam Mod SP6-550 contra solucidn de acetona al 80% como
blanco a 663 y 645 nm La contidad de clorofila se obiuvo aplicando la ecuaciéon
siguiente™’;

Clorofila ofo= (g/mL)= 8 05*(AbDSs,4;) +20 29{AS,s)

3.3.6.2 Medicion de la velocidad del transporte de electrones

Se midié ta reaccién de Hill en sus dos fases separadas fotosistema |y fotosisterna i, asi
como ia reaccion completa

Para la medicién de este proceso se utilizd un electrodo de oxigeno tipo Clark!® 139142
que mide cambios de concentracion de oxigeno a partir de ia fotdlisls det agua. E electiodo
estd conectado a un oximetio, el que a su vez estd conectado ¢ un regisirador Beckman
Recorder. Para obtener la relacion cuantitativa de los registros anterlores con la velocidad del
hansporte de electones se compara el sisterna en estudio con uno ya conocido, por
slempio, con el gue Incluye al ferricianuo de polasio como aceptor de eleétrones.

Ei dispositivo en el cual se mide la actlividad de fransporte de electiones consia de un
provector (GAF 2660) que incide su Wz sobre una lente de lzawa, que est@ formada por una
solucion de sulfato de cobre (1%) contenida en un reciplents cristalino, de 5 cm de espesor,
que elimina ef calor y hace las funclones de filro, concentrando la uz en la cdmara de
reqccion que esta soporfada por una base de agliacion magnefica Spin Master con plato
térmico Mod. 4003, que mantiene homogénea la suspension de cloroplastos, contenida en
dicha cémara, Esta camara cugnta con und camisa de clrculacion de agua parg el
mantenimiento de la femperatura
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B fransporte de electrones en condiclones basal, aclclico e Inducide por la luz, de

toda la cadena fransporiadorg de slectrones, o seq, la reacclon de Hill, se midié utllizando
como medio de suspension el mismo medio de ansporie de electiones antes descrito
(sorbitol 100 mM, KCI 10 mM, MgCl, 5 mM, KCN 0.5 mM y buffer de fiicina 30 mM djustado a
pH 8.0, por la adicion de KOH), culdanda que ka concentracion de clorofila fuera de 20
ug/mL Lo muestra fue iiminada durante 1 minuto,

El frangporte electidnico aciclico fosforiante se midié comoe el transporte electrénico
basal con ia unica diferencia en cuanto a la composicién del medio, dl cual ademdés del
medio de fransporte de electhones se le adiciond ADP 1 mM vy KiH,PO, 3 mM.

El fransporte electrénico desacoplado se cuantificd en el mismo medio de fiansporte
de elechones empleado en el ransporte de electrones basal aciclico pero con la adicion de
NH,CH 6 miM.

Para o determinacion de la velocidad del fransporte de electones en el fotosistema |
se trabajo con un procedimiento similar at anterior, empleando el mismo medio de fransporte
de electrones aungue se adicionaron los sigulentes reactivos: DCMU (3+(3,4-diciorofenit)-1,1-
dmetilurea) 10 uM, DCPIP{diciorofenclindefenol) 100 uM, MV [metiMoldgeno) 50 u,
ascorbato 300 pM y NH,Cl 6 mM.

Lla deferminacion de o velocidad del fransporte de elechrones desacoplado en el
fotosisterna Il de agua ¢ DCPIP se efectué mediante la determinacion de la reduccion de
DCPIP, a fravés de la generacion de O, monitoreada polarogréficamente.

Fi medio de reaccién fundamentaimente similar al medio de fransporfe de electronss,
contenia a diferencia, los reactivos siguientes: DBMIB 1 uM, DCPIP 100 puM, K [Fe{CN),] 500 uM
y NH,Cl 6 mM, sin adicion de metilvioldgeno.

la determinacion de o velocidad del fransporfe de elechones desacoplado en el
fotosisterna Il desde agua a sllicomolibdato de sodio {SiMo} se realizé como la mediclén
anterior con a Gnica diferencia de que of medio de tansporte de electrones se e
adicionaron los sigulentes reactivos: SiMo 200 pM y DCMU 10 pM.

Paict la determinacion del fransporte de electrones desacoplado de DPC a DCPIP se
emplearon cloroplastos intactos, los cuales se sometieron a calentamisnto con s 08 M a
pH=8 vy se incubaron posteriormente a 4 °C duranie 30 minutos. Después de este fratamiento,
se adicionaron 40 mi. del medic de fransporte de electrones v la suspensién se centrifugo a
5,000 G durante dos minufos Se determind la conceniracion de clorofiia segiin la técnica
descrita en los pdiafos anterlores. A la mezcla final Gnicaments se le adiciond DPC 200 uM.
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En fodos los casos anferiores las sustanciaos g estudio se adicionaton en

concentraciones que fueron desde 5 uM hasta 100 mM  come dlima adicidn antes de los
registros de la actividad bioldgica. Para la preparacion de las soluciones el disoivente
empleado fue el mismo medic de fransporte.

El valor I, para ias mediciones de actividad se defermind por interpolacion del grafico
de porcentaje de actividad contra concenfracion del compuesto a prueba. Iy, es la
concentracion de compuesto prueba capaz de inhibir el 50% de la aclividad en la
fotosintesis.

Ademds se probaron tanto especies mononucieares como finucleares, de 1as cuales
se estudio el efecto de la carga, el famano y la hidrofobicidad sobre su actividad inhlbidora.

Todas las mediciones anteriores fueron registradas con un aparaio YS | (yellow springs
instrument) modelo 2300 oxygen monitor v un electodo Clark

3.3.6.3 Medicion de la sintesis de ATP

Para la determinacién de o sintesis de ATP se empled el medio de transporfe de
electrones previamente desciito (sorbifol 100 mM, KC1 10 mM, MgCl; 5 mM, KENOSE mM y
buffer de tricina 30 mM gjustado a pH 8.0, por la adicidn de KOH), con la diferencia del buffer
empleado que fue ficina en concenfracién 1 mM (pH=8.0] y se le adiciond ademds MV
(metilviologeno) 50 pM, como aceptor de electrones. La sintesis de AIP fue cuantificada con
uso de un microelectiodo Orion modelo 8103 Ross conectado a un pofencidmetro Coming
modelo 12 de escala expandida, segin el procedimiento de Dilley'? . Los camblos de pH se
registraron por medio de un registrador Gilson. Nuevamente se emplearon los compuestos o

prueba en concenfraciones que fueron desde 5 uM hasta 60 uM

3.3.6.4 Cdlculo del logaritmo de los coeficientes de particién, log P

El principal inferés de los estudios bioldgicos de estos compuestos radica en establecer
alguna relacion estructurg-actividad. En vista de esto, requerimos informacion mas precisa
Una de las propiedades fisicoguimicas que puede brindar informacion importante son 1os
coeficientes de parlicion Paiq el cdiculo de los coeficientes de particidn es necesario
determinar experimentaimente los coeficientes de exiincidn de los compuestos en eshudio.
Los coeficienfes de extincidn del RR y de los compuestos andlogos se determinaron
empleando la técnica de absorcion espectroscopica’#? 14,
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Los coeficientes paricidn expermenialmente se determinaron en un sistema 1-
octancl-buffer de fosfatos-H,O. Se obtuvieron mediante agitaclén durante 15 minutos en 25
mL de 1-octancty 25 mL de buffer Despues del periodo de agitacion se dejaron en equilibrio
duranfe 20 minutos, al cabo de los cuales se realizd un andlisis especirofotométiico de
ambas fases pare la determinacion de la concentracion del compuesto en estudio en cada
una de ellas.

Finaimente log P es el logartmo del coclente de los coeficientes de parficion en cada
fase

" Concentracion( fase - acuosa)
LogP = log e (f ),
concentracion( fase - octanol)
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

El interés principal de este habgjo de invesfigacion, como ya se menciond
anteriormente, radica en afinar la caracterizacién de compuestos andlogos al RR con
fenantrolina sustitulda, aporar nueva evidencia sobre o reactividad quimica de los andlogos
al RR por sustitucion de ligante y pof procesos redox y estudiar a profundidad el efecio tan
poderoso de inhibicion sobre la cadena transportadora de elechones en o fotosintesis que
este fipo de compuestos presenta Una de ias actividades inhibitorlas mdés potentes hasta
ahora evaluadas.

Del frabajo previo de tesls, ya mencionado'?, se determind que se obtenian mejores
resultados con la sintesis de los derivados andlogos al RR por sustitucion de liganie empleando
fenantrolina. Aun cuando se probaron potentes figantes como fa bipiridina y clanuro, bajos las
condiciones de reaccion consideradas, la fenantolina presentd el mayor poder
coordinante'*®,

La fiteratura cita que Individuaimente el rutenio (Ill) y {IV) muestran gran afinidad por los
ligantes niftogenados tal como el amoniaco, efilendiaming, fenaniroling, bipirlding y aminas
secundarias en generdl; sin embargo, el RR presenta una reactividad selectiva, bajo ias
condiciones de reaccion previomente sefialadas, frente a ki fenanfroling, aun cuando se
podha prever que la bipirding deberia presentar el mismo comportamiento quimico por
fratarse de estructuras similares, fal como se observa fracuentemente en la quimica del
rutenlo. Dado gue a fenantiolina es una sstructura mas rigida gque la bipliding, ia reactividad
estard enfonces modificada substanciaimente en funcion de ias habilidades del quelaio para
sufrir disforsiones en la generacion del complejo de coordinacion, en la bUsgueda de
reduccion de efecios estéricos en el complejo.

Asl, ya que bajo las condiciones de reaccion propuestas pard ia sintesis de RRPhen2 no
es posible obtener el dervado con bipiidina, decidimos emplear ofras condiciones de
reaccion a fin de obtener tal derivado, condliciones que parten de ia sintesls de complejos
mononucleares de rutenio. Dehido g esio v o que &g imporanie determinar 1 actividad
inhibiforia de 1os mononucleares, un producto de descomposicién factible del RR y sus
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derivados por susfitucion de ligante, decidimos sintetizar y caracterizar fres complejos
mononhucleares. Ademds, se llevé a cabo la sintesis de  estos complejos de rutenlo debido a
que la caracterizacion de los finucleares presentd complicaciones, las cuales podiian
resolverse parciaimente analizando primero estructuras mdas sencllias, como es el caso de los
mononucleares, y finalmente era imporfante descartar la posibliidad de descomposicion de
los frinucleares en unidades monomeéricas, que requeriian por tanto  conocerss
guimicamente. &n las TABLAS 4.1 vy 4.2 se muestra un resumen de 1os compuestos sintetizados
y caracterizados medianie ias diferentes técnicas de andlisis:

TABLA 4.1. Representacicn de los compuestos sintelizados y caracterizados en esfe frabajo

MONONUCLEARES
Complejo Clave en este frabajo F&muio estruciural propuesta
[ cis-pisbipirdinadiciororuteniclil bisoipyRu —
cis-diclorobisfenantrolinaruteniolll bispheniu
2H20
/;
!
cloruro de tisfenantrolinaruieniofll) trisphenlu
Clg 7Ho0O

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN
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R,

TABLA 4.2. Representucion de los compusstos sinfetizados y caractenizados en este rabajo

TRINUCLEARES

e

ANALOGOS AL RR POR SUSTITUCION DE LIGANTE

A] Shntesis a partir de mononucieares

Complejo Clove Fémnula propussta
Perclorato de di-p-oxo- RRBoy1 | tHORU(BRY),ORUBPYLORUBEYL,O HrJCIO)7H,C
bis(acuabisbipiridinaruteniof)} Bpy=2.2"biplicina
bisbipiridinarutenio(V)
Perciorato de di-p-oxo- RRPhenld | [H,ORu{phen),CRUPphen),CRU(phan),O HIICIC,), 7H,0
bis(acuabisfenantrolinaruteniofiil)) phen=1,10fenanfroling
bistenantrolinandenioflV)
B) Sintesis o partir del RR

Complgjo Clave Fomnula propueasta
Cloruro hexaflorofostato de di-p-oxo- | RRPhen2 | HaNRufphenl,ORu[pher;(NH;},ORuEhen),NALIFF1:Cly
bisiammintrisfenantrolinarutenio(lil}) phen=1,10-fenantrcling
diamminpisfenantrolinarutenioV)

ANALOGOS AL RR POR

REACCIONES REDOX

Compleio Clave " Fémula propussia
clorure de di-pu-oxo- RR
NH3 NH3  NH3 NH3 NH3 NH3
bis(pentaamminrutenioflil)} \ W \wv/ \u/
Hhesall == Q== Ru==-O=- R —NH3 | Clg
tefraamminrutenioflV) /N /N
NH3 NG NHg MM NHa N
nitrato de di-p-oxo-{pentaammin CR 7
NH3 NH3 MNH3  NH3 HZ  NH3
rutenio(liljoentaamminrutenio(Vv)) \n/ \N/ v/
e aly seree Qe R QU —es NG FINGR)? SHoC
tetrcamminrutenioflv) LN 7 NRVAN
3 NH3 NH3 NHa NH3 NHa
cloruro de di-p-oxo-bispentaammin VR | -
MNH3  NH3 NH3  NH3 H3 NH3
rutenio{V)tetraarmminruteniofV) \wv/ \w v/
Hghim seRy =2 = Qe Ry ==-0 = Rt +===NH3 | Clg7HaC
/N /N

NH3 NH3  NH3 NH3 NH3 NH3

A continuacion se presentan los resutfados obtenidos de la sintesls y caracterizacion de

los mononuciecres de ruTemo

Las Flguras o, Iczs que Ise hcrd referencio a lo largo de este capitulo se concentran en el

Capituie 8, al final de este ‘rrobajo de tesis.

TESIS CON
ALLA DE ORIGEN
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4.1.- Complejos mononucleares de rutenio
4.1.1.- Compiejo cis-bisbipiridinadiciororutenio(ll), bisbipyRu

£l producto obtenido se caracterizé por medio de andlisls elermental, espectroscopia
de Infranojo, espechoscopia de resonancia magnética nuclear protdnica y especioscopia
UV-Vis

La descripcién de la sintesis completa se detalla en la parte expermental en el
apartado 3321

La primerd sugerencia de la formacion de este compuesto se relaciona a la propuesta
en la cual se maneja como intermediario en la sintesis del fisquelato de bipkidina vy rutenio’*?,
gue se remilie a 1955

La sinfesis de bisbipyRu esta descrita en la literatura'® y emplea RuCl, 3H,O como
materia de partida, con lo cual los rendimientos son del 65-70% aproximadamente,
rendimiento basfante bueno en ese fiempo, pues l0s rendimientos normales bajo oiros
métodos de sintesis en solucién eran del 35%' 2. Decldimos realizar el cambio de ia materia
prima gue fue suficiente para incrementar el rendimiento hasta un 94%.

La decision de la sintesis de este compuesto mononuclear [y i del derivado con
fenantroling) eshibG en que es un compuesto pafticulammente reactivo, gracias a 1os cloruros
ldbiles coordinados al metal, que o habiliia como matera prima en la sintesis alferna de
compuestos finucleares'® (secclén 3 3.3 de esta tesis)

4.1.1.1.- Andlisis elemental y propiedades fisicas

El producto obtenido es de color verde oscuio, de aparencia microcristaling  El
rendimiento calculado para la reaccion fue del 94.64% y es un compuesto soluble DMF,
agua, etanol, metanol y DMSO,

En la TABLA 4.3 se da la férmula minima calculada a partir de 1os resultados det andiisls
elemental y en ka TABLA 4 4 se incluyen algunas de sus propiedades fisicas

TABLA 4.3. Andlisis Flemenial de bisbipyRu

Elemenio C N H
% Experimental __46.05 10.99 3.54
% Teorico 46.16 10.77 3.87

La composicion porcentual fedrica se calculd a partit de g fdmula minima
RU(C,oHeNo)CL2H,0, que cuenta con un peso molecular de 520.38 g/mol considerando ia
presencia de dos moléculas de agud fuera de la esfera de coordinacion.
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TABLA 4 4. Propledades fisicas de DisbipyRu

FOrmula PM{g/mol} Color Solubllidad
DMF | R
Verde oscuro | Metanol + 4 -
microcristalino | Agua + 4
RU(C,oHaN),CL2H,O 520.38 Acetfona ++
Etanol 44
Eter etilico +

+ Insoluble ++ parciimente soluble v ++ + soluble

4.1.1.2.- Espectroscopia de infrarrojo

Enlas Figuras 1, 2 y 3 se presentan los espectros IR medio tanie de las materias primas
como del producto bisbipyRu. Del espectio de IR de bisbipyRku (Figura 3), es posible detectar
que la sustitucion de los cloruros por la bipliding es exifosa. La complejidad det espectio se

incrementa como consecuencia de la coordinacion det liganfe A continuacion se resume en

I TABLA 4.5, la asignacion de las sefiales.

TABLA 4.5 Principales bxandas en Infiancjo de bisbipyRy'ss 146 147

BANDAS KIRUCIH,O | 2.2°bipirdina]  bisbipyRu
cm’! cm! em!
v.O-H 3500-3200 3442
v, O-H 3500-3200 3442
3.H,0 1560.34 1636
p, HO 814 -
Py H,0O 570 .
v Ru-C 430 424
v =C-H 3100-3000 | 3096-3038
& =C-H fuerg 19701610 | 1600-1522
del plang i
v Ar-H 1600-1400 | 14591418
v N=C 1578 1636
[ 15686.22 1699.83 |
vC=C 1462 .22 1458 26
- 141471 1418.07
5 =C-H 1260-990 1261
en plano 1017.86
3 =C-H 757.01 763 52
fuera del
plano

En férminos generales, ks bandas atribuldas a vibraciones fipicas de bipirding,

presentan un conimiento de su posicién a la regién de alta frecuencia at coordinarse a
metal. También esid@ documeniada Ia evidencla en complejos mononucleares, gue 10s
ligantes bidentados de fipo a-diming, como la fenanfrolina y bipiidina se encuentran
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coordinados por kas dos posiciones posibles st v solo si presentan la banda atrlbulda a la
vibracién de elongacion Ar-H entre 1590-1604cm, mientias que st se hallan coordinados sdlo
por UNA de sus posiciones de coordinacion, Ia banda s& localiza entre 1615-1624 om™ '8 En
el caso de bisbipyRu esta banda se jocaliza en 1600 cm’', jo cual nos pemife creer que el
ligante esid coordinado al metal por ambos nitrtdgenos, empleando sus dos posiciones de
coordinacion. Informacion exira, concemiente ¢ la geometria del complejo no es posible de
registrar con ayuda de esta téenica experimental

Existe literatura’™® que indica Ia Importancia de dos bandas, como indicativos de la
coordinacion de la 2.2-biplidina af metal La primera es aquella que se encuentrao ¢
aproximadamente 992 cm’ en el ligante libre, la cudl Invariantemente se desplaza a la zona
de mayor frecuencia a alrededor de los 1018 cm', una vez que se coordina ol metal. Ot
banda de diagnostico imporante es la banda intensa localizada a 757 cm’?, frecuentemente
con un desplazamienfo de 10-20cm’”’ e incluso la gpaiicién de una banda mds pequena
satélite, a aproximadamente 741 cm’. En bisbipyRu esa banda se localiza a los 763 em™ vy es
apreciable la formacién de la banda satélite en 727 cm'”

4.1.1.3.- Espectroscopia de RMN 'H

los espectos de RMN 'H, tanto de la 2,2"-bipilding, como del complejo de
coordinacion se presentan en las Figuras 4, 5, 6,y 7.

El especto de RMN 'H de la 2,2 -bipiriding ha sido descrito a detalle en la literatura'*®
81 Con este dato en mente, agqul solamente se Indicard la descripcion general del espectro,
con la asighacion de cada senal y finalmente se incluirdn algunos detalles imporantes.

Dicho espectro de RMN 'H de la 2,2 -bipirdina consta de dos dobletes de dobletes a
campo bajo y dos mulfipletes localizados a mayor campo, esto considerando un espectro de
badja resolucion (Figura 4)

Para I asignacion de las sefiaies anailzaremos el espectro de ia 2,2 -bipiidina v la
estructura de la molecula:

H

o “~-3‘f/‘i€ TESS CON
T S FALLA DE ORIGEN
H

2,H2'--bipiridinc

ESQUEMA 4 1. Fémula estructurdl en conformacion frans-pianar de la 2,2 -bipiriding
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Para poder determinar la asignacion de las sefiales en el especho, es conveniente

mencionar que la 2,2 -bipindina posee 8 hididgenos, 10s cudles por pares son equivalentes.
Los hidrdgenos en posicion orfo (6, 6') al N del anillo heterociclico son los que se encuentran
mas desprotegidos por encontrarse mas cerca del nifrdégeno, y por tanto las sefiales de éstos
se encontriardn @ campo mas bajo. Los hidrogenos en posicion meta (3, 3°) son 10s que en
segundo lugar sienten la desproteccion, debido a la configuracion transplanar que adopia la
2,2"-bipiridina, por estar espacialmente orentados cerca de los Gtomos de niirdgeno, de los
anillos opuestos, como as posible visualizaro de la represeniacion grdfica de la molécula de
2,2"-bipifdina presentada renglones antes'®®  Los hidrdgenos localizados en posicién para
(4.4 respecto del heferodtomo son los dque sigue en desproteccion, generada por la
afraccion gue el Gtomo de nifrdgeno ejerce sobre los sleciones de los Gtomos de hidrégeno,
esta Utima fundamentada en las estructuras resonantes propias de ia molécula. El dtomo de
hidrégeno sobre el cual el nilrdgeno ejerce menos influencia de fodos los existenfes en o
bipiridina se encuenfia en la restante posicion meta {8,%'), por lo cual su banda de resonancia
se presentan a campo mdas atto

Lta multiplicidad de lgs sefales aun cuando pudiera considerarse complicada
responde perectamente a un andlisis por medio de un pardn ABCD mediante la teoria de
acoplamiento espin-espin de primer orden.

Dado que el acoplamiento mayor se da enfre Gtomos de hidrogeno en protones
adyacentes es de esperarse dobletes para los protones 3 y 6 (equivalentes a 3' y &) v fripletes
oara los profones 4y 5

{os fripletes de los protones 4 y 5 se muestran como una sefal de mayor multiplicidad
Los Tripletes en realidad son fipletes de dobletes La generacion de los dobletes es producto
del acoplamiento del proton 4 con el protdn 6 a mds de un enlace; mientras que en el caso
del protén 5, el acoplamiento a mds de un enlace con el protén 3 genera el desdoblamiento
de & senal

Por ofro lado el doblete de cuarietos del protén 6 v el doblete de tipletes del protén 3

~se pueden explicar c;onsiderando el mismo argumento de un acoplamiento o mds de un
| enlace, gracias af sisfema conjugado existente en la 2,2"-bipiriding. En el caso del protén 6 se

ons@erc:ﬁ al C}?optomtenfo principal y mas importante con &l protén 5 que da origen al

.'-«e_s,:kw Wk -uf. Ll

Fetterne

“doblete y el Gcoplcm:en’ro a dos enlaces con el protdn 4, pero ademas existe el
acoplamiento del protén 6 a mdas res enlaces con el protén 3 En el ESQUEMA 4.2 se Incluyen
los diagramas de los pafiones de desdoblamiento en ia 2,2'-biplidina.
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ESQUEMA 4 2 Diagrama de pafrones de desdoblarniento de sedcies en RMN 'H de 2,2-bipiidina’®?

E! resumen de las obsevaciones gnteriores se fiene en I TABLA 4.6,
TABLA 4 6 Datos de RMN 'H en ppm de la 2,2-bipiriding

H4
TR
B0
; L
H .
H
‘ H 6.6 H 5,5 H 4,4 H 3,3
2.2-blpinding | 8.716-8.691m | 7.490-7.445m | 7.990-7.932m | 8,422-8,388m
m=muiiplete, s=singulete, d=doblefe, T=fiplete

En el espectro de bisbipyRu {Figura 5} observamos un especho de resonancia mds

complicado que Ia bipiridina sin coordinar, lo cual ea de esperarse.

De esfa técnica experimental es posible obtener claras evidenclas del aregio
espacial de la molecula. La conformacién ¢fs que adopia el complejo de coordinacion
(ESQUEMA 4 .3) hace que el amblente .quimico que roded d los hidrdgenos de ia biplidina
coordinada seq diferente, por o cudl estos hidrdgenos no son magnéticamente equivalentes
y por elio la complejidad del especko aumenta con relacion al espectro del ligante puro. Al
contrario de 1o anterlor, et espectio del compilejo frans de ruteniofll) presenta &l mismo patrdn
de bandas que el ligante puro ya que los hidibgenos son magnéticamente equivalentes',

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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ESQUEMA 4 3 Representacidn grdfica de organizacién aespacial en el cormplgjo bistipyRu

En ia TABLA 4.7 se presentan 1os daios de RMN 'H de bisbipyRu v se comparan con os
datos de 2,2’ -bipindina.

TABLA 4.7. Dates de RMN 'H en ppm de bisbipyRu v 2,2"-bipinding

\/N...;ﬁ-: N\f?

HE HE H 4 H3 H& HS H4 H3
bisbipyRu] 9.95d | 7.75f | 8.051 | 8.65d 754 AK 7681 | 8.48d
2,2 | 8716 | 7490 | 7990 | 8.422-
bipifding| 8.69im | 7.445m 7.932m 8.388 m

m=multiplete, s=singulete, d=doblete, t=tiplete

Es posible observar del espectro de bisbipyRu, el desplazamiento de todas las sefiales.

El desplazamiento mas importante es el que presenia el Gtomo de hidiégeno en el
aniio de bipindina en posicién 6, que se encueniia espacialmente préximo al amblente
magnético generado por el segundo anillo aromdtico. El efecio anisoirépico diamagnético
del anilic aromatico es causante del desplazamiento de ia sefial a mayor frecuencia, Esie
efecto se ha observado en ofros complejos bipiridinicos disustituidos'®.

La muitiplicidad de as sefales se simplifica considerablementes.

Para la correcta asignacion de cada una de las sefiales de resonancia, recumimos
un  experimento  bidimensional COSY, por medio del cual fue posible observar los
acoplamientos y la asignacion de ias sefiales se completd satisfactoriomente (Figuras 6y 7)
considerando que el Gtomo de hididgeno en el C&' de la estructura aromdatica de la bipiridina
es el mas desprofegldo (TABLA 4.7) debido a que se encuenita espacialmente cercano ai
halogenurc y iejos de !cx inﬂuencia de lc cnisotopfa magnética del anillo aromdatico.
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4.1.1.4.- £spectroscopia UV-Vis en disoiucion

Las Figuras 8, @ y 10 comesponden a los especiios electdnicos UV-Vis de la 2,2'-
bipiidina, el K,JRUCH, O} y el bisbipyRu respectivamente

Del especiro electronico de bisbipyRu podemos observar bandas en la region UV que
conesponden a hansiciones electionicas, especificamente transferencias de carga de la
biplridina coordinada asignadas como transiciones =<z Comparando las longitudes de
onda en el complejo y las longitudes de onda de Ios maximos de absorcion en la biplidina
libre es posible observar el desplazamiento de éstas hacia la regidn de menor energia. Asi la
coordinacion del ligante resulta en el desplazamiento de las energias de transicion en
aproximadamente 15 nm.

El pico de absorcion localizado en 360 nm se asigna a la fransferencia
Rufe,*J«bipiidina (x}. ta banda localizada en 496 nm se asigna a la fransicion bipiridina
(2" }Rulty,g) El maximo de absorcion localizado en 292 nm constifuye la primera ransicion del
ligante coordinado, =" (bipirding)<-n{bipinding). La feoria desaroliada en o asignacion de as
bandas de la bipiidina indica que la banda localizada a 244 nm se asigna a una fransicion
interna del ligante " «-n(bipitiding) '® 12

En fa Figura 11 se presenta ef espectio de bisbipyRu en metanol v agua, de donde es
posible apreciar el desplazamisnfo de los méximos de absorcion propios de bishipyRu. Lo
cual confima las observaciones hechas en el sentido de que tales bandas son dependientes
del disolvente''® empleado, por lo cudl la posibiidad de una solvélisis no puede descartarse.

4.1.2.- Complejo cis-diclorobisfenantrolinaruteniofli), bisphenRu

Este producto se caracterizé empleando fas mismas fécnicas que se dtilizaron para el
estudio y establecimiento de la composicion de bisbipyRu.

La descripcion de la sintesis defaliada se presenta en I parfe experimenial en el
apanado 3.3 2 2

4.1.2.1.- Andilisis elemental y propiedades fisicas

El producio obtenido es de color verde pasto, de apariencia microcrstaling, E
rendimiento de la reaccién es del 89 5% . Se Trata de un compuesto soluble en la mayoria de

los disolventes.
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La TABLA 4 8 contiene algunas de las propiedades fisicas de este compuesto, mientras
que en la TABLA 49 se resumen los resulfados de la composicidn porcentual tanto

expernmental como tedrica

TABLA 4.8, Propledades fisicas de bisphenRu

Formula PM{g/mol) Color Solubilidad
DMF + 4
RUC;,HsN,),Cl,2H,O 568 42 Verde paste | Metanol b
microcristaling | Acetona +++
Agua ++
Etanol ++
Eter efllico 4

+ Insoluble. ++ parcidmente soluble v + ++ saluble

TABLA 4 9. Arndlisis Elemental de bisphenRu

Elementio Cc N H
% Experimental 49.49 Q.76 3.54
% Tedrico 50.71 9.86 3.55

La composiclon porcentual tedrica se calculd a pardit de la fémuia minima
RU(C.H N, L CL2H,O, que tiene un peso molecular de 568 42 g/mol, generado por ia
coordinacion de dos moléculas de fenanfroling, dos cloruros y dos moléculas de agua de
hidratacion.

4.1.2.2 - Espectroscopia de infrarrojo

En la Figura 12 se presenta el espectro IR de la fenantrolina en la region de 4,000 a 450
cm?, mientras que en la Figura 13 se incluye el espectro de bisphenRu. Nuevamente el
especho muesita una mayor complegjidad cornparé@ndolo con el especto del complejo de
rutenio de parlida. Podemos ver en el espectio bandas caracteristicas de la fenantoling. Se
puede defectar el despiazamiento de algunas de sefiales tipicas de la fenantroling en el
complejo de coordinacion. Esta evidencia nos lleva a sugerir que fa coordinacion de la
fenantroling se llevd a cabo  La TABLA 4.10 confiene un resumen de la asignacion de las

sefiales,
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TABLA 4 10. Princlpales bandas en Infranajo de bisphenRy'o 146 147

BANDAS K,IRUCIH,O1 [ 1,10 fenantiolina | bisphenRu
cm’! cm’! cm’
v,0O-H 3500-3200 3382 3412
v O-H 3500-3200
8.H,Q 1560 1642 16256
p HO | 814
o, H0O 570
v RuU-0O 430
v =C-H 3058 3030
8§ =C-H fuera 1900-1700 1970-1700
del plano
v Ar-H 1600-1400 1600-1400
v N=C 1616 1592
) 1586 1564
vC=C 1560 1498
1602 1444
1422 1423
1406
8 =C-H 1216998 1285912
en plano
8 =C-H 854 842
fuerg del 778 770
plano 738 7186

De la fabla anferior hay dos hechos imporantes de recalcar. Primero, kas bandas
atrbuidas a la vibracion del enlace N=C aromdtico, presentan un pequelio desplazamiento
hacia la regidn de menor frecuencia, contricrio a lo esperadc, pues se sabe que al
coordinarse el igante el orden de enlace se inCrementa por o cuadl, la fuetza del enlace C=N
es mayor, esta evidencia se ha se confimado en complejos hierro-fenantrolina’, sin
embargo, &l rutenio (Il} iene un comportamiento diferente

También es importante mencionar que las bandas de vibracién del enlace C=C se

desplazaron a bajas frecuencias.

Nuevamente esiudiondo con mayor detalle las bandas “diagnostico” de ia
coordinacion de la fenantroling, como en el caso de la 2,2'-bipiiding, observamos gue Id
banda en 1,048 cm' en el ligante libre se desploza a una frecuencia mayoer, 1,090 al
coordinarse. Por offo lado Ia banda intensa a 854 cm'(ligante libre), se desplaza a una menor
frecuencia una vez coordinada, 842 cm’. Adernds es posible ver Ia formacion de la banda
scitéiite en 770 cmt.

73



Sx

ESIRESULTADOS Y DISCUSION

4.1.2.3.- Especiroscopia de RMN 'H

Et espectro de RMN 'H de la 1,10-fenantrolina esta descrifo en la lergturg'®® 156 157 156
% A continuacion se descripen brevemente los detalles considerados para la asignacion de
cada una de las sefales presen’rés en su espectio de RMN 'H

En termines generales ef espectro de resonancia consfa de cuato sefiales afiibuidas o
los cuatro hididgenos magnéticamente diferentes, aun cuando en redlidad son 8 los dtomos
de hidrdgeno presentes en el Iigcin‘re, y por la simetria de la molécuia solamente 4 son
diferentes en la RMN 'H, los cuales se representan de la siguiente manera:

Esquatna 4.4 Representacion de la molécula 1.10-fenanirolina

En la Figura 14 mositamos el espectro de RMN 'H de la fenanfrolina pura con Ia
correspondiente asignacion de las bandas a fos hididgenos en la fenantroling. Dicha
asignacion se fundamenta en el efecto de desprofeccion sobre los hidrégenos mas proximos
al étome de nifrdgeno, espaciaimente hablando, por las Inferacciones fransmitidas a fravés
de la resonancia propic de la molécuia y a raves del desanolic de Ias teorias de resonancia
que consideran a la fenanfiolina como dos sisternas independientes, un slstema ABC
(constituido por los Gtomoes de hidrégeno 2, 3y 4; 9, 8, 7) y un sisfema AB fprotones 5y 6} Los
datos del espectro de este ligante se mueshan en la TABLA 411,

TABLA 4 11. Datos de RMN 'H en ppm de la 1,10-fenantroiing

P .

H29 H38 H 4,7 H 5,6
1.10-fenantrolina | 92.096-9.084 m | 7.766-7.742 m | 8.482-8,462 m 7.971s
m=myiiiplate, s=singulete, d=dcblete, i=tiplete
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Cuando este ligante se encuentra coordinado a un metal, en complejos tipo

M{phen),X.J"*, en conformacion frans no se presenfan grandes desplazamientos de las
senales. En especial, las sehales asignadas a los protones 2(9) v 3{8), son las que mueshan
mayor desplazamiento a frecuencia affa y baja, respectivamente, gue se han afibuido a
interacciones de 1ipo no enlazante entre los protones vy el ion metdlico.

Por ot parfe en complejos con dos moléculas de fenanfiolina en conformacion cfs, el
especto se vuelve mucho mds complejo. Analizando los espectios de bisphenRu {Figuras 15,
16, 17 y 18), podemos observar que [a complejfidad se incrementa considerablemente, sin
embargo, fambién es posible detectar que ia muesta no es pura, pues existen algunas
sendies que No pueden considerarse como pare del espectio de este complejo debido a
que no presentan acoplamiento con ohas sefales y a gue las infegracionses son
aproximadamente del 10% de las que sl se considera pertenscen a bisphenRu

Es posible detectar la presencia del complejo en conformacion ¢fs por el doblete
localizado por ariba de 10.1 ppm gue se afribuye al protén 2, que sufie un efecio de
desplcrzamiemo g mayor frecuencla, como se esperaba, debido a la mayor proximidad
espacial con el cloro coordinade al metal v el doblefe de dobletes localizado a
aproximadamente 7.3 ppm, del protdn 9, comportamiento atibuido a un efecto de
despiazamiento a menor frecuencia producto de ia inferaccion con la anisotropia magnéfica

del anlllo aromdtico vecino.

Por la presencia del singulete en 8 386 ppm, en el cudl no se presenta acoplamiento,
podsmos considerar qué se fiene una impureza del ligante puro, aungue s posible fambién
que el producto sea una mezcka del compigjo en configuracion frans'® . En ia TABLA 4.12 se
resumen las caracteristicas del espectro de RMN 'H del bisphenRu vy se compara con &l
ligante libre Para la comecta asignacion de las senales se llevo a cabo un experimenio COSY
de bisphenRu, e cual ademds de ayudamos en la asignacion suglere claramente la
presencla de las impurezas ya que ne es posible detectar acoplamiento entre algunas de las
sefales ademds de que las Intensidades son del 10% de las intensidades de los plcos
asignados al complejo bisphenRu. En la Figura 18, se Indica la asignacion de los protones, en
funcion del andlisis de la evidencla mostrada en el COSY
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TABLA 4,12, Datos de RMN 'H en ppm de bisghenRu y 1, 10-fananiroling

H2 H3 H5 | H6 H7 HS8 H@
bisphenRuy | 10289-10 273 8 784-5 704 | 8253-8212 | 8150-8 109 | 80878070 | 7 760-7 742 | 7.358.7 314
m ki m an] d T m
1.70- [ 90965064 | 77667 742 | 8482-8462 | 797im | 84628462 | 77667 742 | 9 096.9 084
fenantrolina m m m * m m no

m=muliiplete, s=singulete, d=doblete, f=fiplete

——r

4.1.2 4 - Espectroscopia UV-Vis en disolucién

Las Figuras 19 v 20 cormesponden respectivamente @ los espectros Uv-Vis de fa 1,10-
fenhanfolina y bisphenRiu. El especho del complejo de rutenio empleado como reactivo en ia
sintesls de bisphenRu, se encuentra en la Figura 9.

El espectio electdnico de bisphenRu presenfa bandas en la region W que
conesponden a fransferencias de carga de la fenantioling tipo n'¢-n. Puede obsenvarse ia
generacion de un pequefic desplazamiento en la longitud de onda de fransiciones
electronicas comparando aguelias en &l ligante libre y en el ligante una vez coordinado.

Asl la coordinacion del ligante resuita en el desplazamiento hacia la region de mayor
energia de las fransiciones en aproximadamente de 5 nm

Como en el caso dé bisbipyRu, bisphenRu presenta dos bandas en la region del
visitle, en 418 y 444 {aguq), bastante proximas enire si lo cual hace dificll la identificacion de
cada una Lo banda localizada en 418 nm se asigna ¢ la ransferencia de carga, Rufe,*)
«fenantrolinaln) Lo boanda localizada en 444 nm se asigna a la transicion fenantroling
(") ¢~Ru(ty).

En la misma Figura 20 se presentan los espectios de bisphenRu en metanol y agua, de
donde es posible apreciar el desplazamiento de los maximos de absorcion, 1o cuadl
claramente muestra que las bandas en el especho electidnico de bisphenRu son
dependientes del disolvente''® empleado v es posible que se este llevando a cabo una

reqccion de solvdlisis.
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4.1.3.- Complejo cloruro de trisfenantrolinarutenio(ll), trisphenRu

fisphenRu se caracterizd por medio de andlisis elemental, espaectioscopia de infrarojo,
aspectroscopia de 1esonancia magnética nuclear protdnica y espectroscopia UV-Vis en
solucién. Bt procedimiento de sinfesis se describe ampliamente en la parfe experimental

La necesidad de llevar a cabo esta sintesis surglé de la posiblidad de que compuestos
finucleares de rutenio, andiogos al RR'?®, pudieran presentar procesos de descomposicion y
cuyo producto fueran los mononucieares ya que nos percalamos que, después de grandes
peliodos de flempo en solucion acuosa, estos andloges al RR se descomponen, pues Ia
coloracion de estas soluciones, de magenta oscuro pasa a soluciones de color anaranjado.
Consuffando ia literatura nos enconframos gue los compuastos de rutenio(ll] gue poseen fres
moiéculas de fenantolina o biplidina  coordinadas, fienen colores  anaranjados
caracteristicos, por o cual nos resulfaba Ulif contar con este compuesto para andlisis
posteriores Incluso fue conveniente probar su actividad biloldgica v de esta forma descartar, si
se llevaba o cabo un proceso de descomposicion del complejo durante la medicion de la
actividad bioldgica de 1os andlogos al RR, que estuviéramos cuantificando o aclividad
inhibitoria generada por el frisquelaio de rutenio.

Se cuenta con vasta literalura respecto a la caracterizacion y estudio de la reactividad
de los complejos [Rulbipirdina),]°* v [Ru{bipinding),]** Sin embargo, la informacion existente
sobre la reactividad de andlogos con fenantrolina es bastante escasa.

A confinuacion se describen los resulfados obtenidos de la caracterizacion de este

complejo:

4.1.3.1 - Andiisis elemental y propiedades fisicas

El producto obtenido, frisphenRu es un compuesio de color anaranjado brillante
microcristalino  El rendimiento de la reaccion fue del 90 4% En la TABLA 4.13 se registran las
composiciones porcentudles tanto calculada como ia expermental v en Ia TABLA 4 14 se

incluyen algunas de sus propiedadss fisicas.

1ABLA 4 13 Andlisls EBlemental de tisphenRu

Eiemento C N H
% Experimenial 51.21 10.37 4.34
% Tegrico 51.65 10.02 4.57

la composicidn porcentual tedrica se calculd a parfir de o formula minima
RU(C.HsNL).CL7H, O, que fiene un peso molecular de 838.71 g/mol, y considera la
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cooidinacion de las 3 moléculas de fenantrolina vy la presencia de siete moléculas de agua
de cristalizacion.

TABLA 4 14. Propiedades fisicas de fisphenRy

Formula PM(g/mol) Color Solubilidad
DMF +++
RU{C,,H;N,)CL7H,O 837 71 Anaranjado | Acetona +4++
priliante Etanol + o+
Microcristatino | Metanol ++ +
Eter ++
Agua ) +

+ insoluble ++ parciclmente soluble y + 4+ solutie
4 1.3 .2.- Espectroscopia de infrarrojo

El espectio de IR medio de tispheniRu se puede consultar en Ia Figura 21, mientras gue
en ia TABLA 4 15 se resumen las principales bandas de vibracidn y sus asignaciones del
frisphenRu y de los reactivos empleados en su sinfesis

En el caso de ftisphenRu nuevamente o complejidad del especho se ve
incrementada, comparandolo con el complejo de rufenio de partida. Sin embargo, un
andlisis detallado de las senales nos permite detectar que hay desplazamiento de las sefiales
a frecuencias menores, similar al comportamiento obtenido en el caso de bispheniku

Las bandas atribuidas a las vibraciones de elongacion del enlace C=N muesitan
desplazamientos a bagjas frecuencias, de poca magnitud en fodos los casos pero

149

perceptibles'®®, evidencia reproducida en muchos complejos de coordinacion con este
ligante De hecho, este es el comportamiento mds divergentie que se presenta en ia 1,10~

fenantrolina en comparacion con compuestos aromdticos mas simples como i piridina’™?
Como en el caso de la bipiiding, las bandas en frecuencias de 854 y 738, fipicas y de
fuerte Intensidad presentan 0s desplazamientos mds significativos; en frisphenku estas bandas
se desplazan a 845 y 721 cm”
También es posible del especho identificar la presencia de agua de hidratacion,

gracias a 1o banda muy infensa localizada en 3405 cmy”,
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.

TABLA 4 15 Principdles bandas en Inframojo de hisphenRu! 4 146 147

BANDAS K fRUCHH, O] | 1,10-fanantroling | HisphenRu
cm’! em’! cm!
v, O-H 3500-3200 3382 3405
v, 0-H 3500-3200 3405
8,0 1560 1642 1628
g, H,O 814
p, H,O 570
v RU-O 430
v =(C-H 3058 3041
5 =C-H fuerd 1900-1700 1900-1 700
del plano )
_______ v Ar-H 1600-1400 1600-1400
v N=C 1616 1598
1586 1577
v(C=C 1560 15608
1502 1492
1422
8§ =C-H 1216-998 1222-1000
| __en plano
8 =C-H 854 845
fuera del 778 774
plano _ 738 722

4.1.3.3 .- Espectroscopia de RMN 'H

Los espectros de RMN 'H, fanto de la 1,10-fenantroling, como de hisphenRu se Incluyen
en las Figuras 14, 22 y 23

El espechro de fisphenRu es bastante sencillo, segun lo esperado y no refleja la
presencia de alguna impureza. £s posible ver de esta manea que las hes fenantrolinas
coordinadas al metal se encuentian de forma tal que son magnética v quimicamente
squivalentes, pues mediante resonancia sdlo se obtienen 4 seficles, como en el caso de ia
fenanfrolina no coordinada, v no ocho como el caso de bisphenku Existe, sin embargo, una
diferencia considerable en el palrtdn de sefiales comparandolo con la fenantroling, o cudl
representa en este Casc una evidencia de que este ligante se encuentra coordinado. Esta
evidencia la constituye el movimiento del doblete de dobletes asignado a los prolones en
posicldn 2 y 9 a i regién de frecuencia baja o campoe aito. Este desplazamiento es el de
mayor magnitud de fodas as sehales del especho

Los protones en Ias posiclones 2 y 9 se encuenitan influenciados solamente por el
metal v ef Ggfomo de carbono al cual se encuenita enigzado dicho protdn, afimacion
sustentada en el estudio de las distancias enfre los dtomos en el compigjo, obfenidas
medianie andilisis de rayos-X'® ', Por lo fanto este desplazamiento ¢ campo alio puede
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explicarse considerando que como producto de la interaccion del campo eléctico del lon
metdlico, en el enlkace C-H, la densidad electtdnica se desplaza nhacla el &dtomo de
hidrégeno o estimando ia formacion de una interaccién Metal-H, como la gue se presenta en
los hidruros de metales de fransicion'®? ¥ 1%* fambién puede atribuirse una interaccion con las
moléculas de agua exisientes que le proporcionan densidad elecitiénica a los dfomos de
hidibgenc Puede considerarse ademas, como en el caso de los complejos bisustituidos, ia
inferaccion con el efecto anisotroplico magnético del anlilo aromdtico (ESQUEMA 4 4), que
proveq de densidad de carga, desplazando ia resonancia a campo fuerfe',

2+

ESQUEMA 4.4, Representacion gréfica de organizacion espacial en el compleje tispheniy
{N-N =1,10-fenantroling)

En la TABLA 4.16 se resumen los datos prncipales de los espechios de frispheniu v &l
figante libre obtenidos mediante esfa técnica:

TABLA 4 16. Daios de RMN "H en ppm de fisphenRu v 1,10-fenantroling

PN
= \Ru( 7Ny Jen 7o
N/
VAN
Ny ,_/ » N= Y/
EVARNY
H2.9 R Ha.7 H5.6
fisphenRu__ | 8.099-8.077m | 7.796.7.758m | 8.8068.774m | B.4025 |

1,10+ fenantrolinay 2.096-2.084 m | 7,766-7.742 m | 8.482-B.462 m 7.971s
m=mulliplete, s=singulete, d=doblete. t=tiplete

Es importante mencionar que estudios previos'®! demuestran que el desplazamiento a
campo alic de los profones en ks posiciones 2 y 9 de ia fenanfroling no son dependientes del
disolvente. Este hecho puede explicarse por la Incapacidad de las maléculas de disolvenie
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para penetrar deniro del ion complejo 1o suficienfe como para modificar las inferacciones
existentes en el cation.

4.1.3.4.- Espectroscopia UV-Vis en disolucién

Existen ya en ta fiferatura numerosos estudios en ia asignacion de bandas y fransiciones
electrénicas en los espechos UV-vis de este Hipo de compuestos'®? 198 166 167,168

En la Figura 24 se presenta el espectro electidnico de frisphenRu, en disolucion
etandlica. |

Para la asignacion de las bandas se considerd que el campo figante alrededor del ion
uteniofff flenen una simetia précticamente octaédrica.  El idn rutenio(l) fiene una
conflguracion electénica 4d°. Tres de los orbitales d se encusnian ocupados (Xz, vz, ¥ xy)
mientras que los dos restantes esta desocupados -y y 2.

Ern un campo ligante octaédrico perfecto, los orbitales d ocupados son degenerados
y flenen una simetria 1,,, ¥ los orbifales desocupados, fambien degenerados cuentan con una
simefria &5, Una vez que la simetia de la estuctura es modificada por la presencia del ligante,
I degeneracion de los orbiales se destruye y por tanto se diferencian energéticamente entre
si Los complejos de rutenio{ll) coordinados ¢ ligantes con N como sitio de coordinacién al
metal se asumen con configuracion d° de  bajo espin, ya que se sabe que 10s grupos amino
y los heterociclos nifrogenados generan este campo fuerte. Dado que la nueva simetria del
complejo tisustituldo es D;, puede establecerse con bastante precision gue el ordenamiento
de los orbitales muesira una estructura como la descrita en el ESQUEMA 4.5;

e —_— T ™ (etll’ aml.l)

———— o TO {a)
oo e TT® oa]

........ > TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

XX
—
ty el G XX )y,
2 on {e e })
XXy,
XX
D3

ESQUEMA 4.5 Diagrama de ofbifales moleculares en complejos con configuracion dt y smetria D,
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En el esquema anterlor se registtan ademas de los orbliales del nucleo metdlico, los
orbifales de la fenantolina (valido para bipiddina también), los dos orbitales n{de enlace} v los
dos orbitales n*{antieniace] del ligante conjugado. En este caso se asume gue los electrones
se encuentran apareados, 1o cudl se confima con el diamagnetismo observado en ef
complejo las configuraciones excitadas se generan mediante ia promocion de [os
electones en los orbitales d a 1os orbitales n*{a,) 6 n*(el.

Del espectio electidnico podemos por tanfo concluir que los maximos de absorcion
en la region UV coresponden a las fransferencias de carga infernas en la fenantrofina{n* <-x).
Comparando con el espectio del ligante libre es posible detectar el desplazamiento de las
sefiales. Por ofro lado, los bandas en 422 y 446 se asignan a  fransicicnes electrionicas
pemifidas por Laporte del Hpo ni*e- 1, Q las cuaies se les afribuye el color anaranjado oscuro
intenso caracteristico de este 1ipo de compuestos.

A diimas fechas se estan realizando multiples investigaciones en el sentido de
detenminar el origen de la luminiscencia fipica de este fipo de compuesios, especiaimente
en el caso de los derivadoes de biplitdina. Gracias a o propledad de luminiscencia en estos
compuesios se ha establecide una reqctividad interesante. Tedricamente existe la posibllidad
de llevar a cabo la hidrélisis de la molécula de agua mediante la exciiacion y reacciones
fotoquimicas ocopladas de esfos compuestos, Estas relaciones pueden dar resuttados
parficularmente dfiles en el enfendimiento de procesos bioldgicos mas complejos, como io

es la fotdlisis de agua en la fotosintesis de las plantas superiores.
4.2.- Sintesis alterna de complejos andlogos al RR a partir de mononucleares

La sintesis alteina descrita en este Tabajo de tesis se retomd del articulo cuyos autores
son Meyer, Geselowitz y Kuiner'®®

Lc: neceSIdod de evaluar ofra ruta sintéfica surge de Ia infencion de obtener una setle
de compues’ros czndlogos al RR con diferentes ligantes, bastante dificll pariendo de la sintesis

5 *E:fescnia en nuesa‘ro frabajo previo'®® De ese frabajo pudemos concluir gue ias condiciones de

| reoccién favorecen exclusivamente la coordinacién de fenantroling a la estructura metdlica,

pues los resuliados empleando ligantes como el cianuro, aminas secundarias {como &l

plcdien), aminas primarias (como la efilendioming) e Inclusive una estruchura simitar a la
fenarifrolina, como lo es la bipliding, no fuereon satisfactorios

En el fabajo de Meyer se describe la sintesis y caracterizacion de un andlego al RR

con bipinding sustituida a la estructura metdilica finuclear, Decidimos entonces sintetizar dicho
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compilejo v llevar a cabo la sintesis det andlogo con fenantroling, para de esta manera contar
con mayor evidencia de la reactividad de estos complejos andiogos al RR.

4.21- Sintesis y caracterizacidén del perclorato de  di-p-oxo-
bis{acuabisbipiridinarutenio(li})bisbipiridinarutenio(lV),RRBpy 1

Como ya se menciond, la sintesis alterna fiene una léglca de construccion diferente a
la sinfesis disefada en nuestto grupo de investigacion. Meyer pare de compuesios .
mononucleares disustituidos previamente con el ligante de Interés (en este caso bipiddina y
fenantrofing) y un sitic IGbil que pueda dar finalmente otigen a las especies frinucleares; por
ofra parte, la sintesls disefiada en nuestro grupo parte de ia especie frinuclear y se induce Ig
sustitucion del ligante amino por fenantrolina. También es importante mencionar que esta
sintesis es reproducible.

A confinuacion se registran los resultados obtenidos de la caracterzacion de este

compuesio.

4.2.1.1.- Andlisis elemental y propiedades fisicas

El sdlido obtenido al final de las recristalizaciones vy lavados, RRBpyl, es café 1ofizo
oscuro microciistaling, cargcterlsticas propias del compiejo descrito por Meyer. E rendimiento
de la reaccién indica un porcentale del 42.19%. En la TABLA 4.17 concenframos la
composicidn tanto calculada como expermental a partir de una formula propuesta vy en o
TABLA 4 .18 se anexan algunas propledades fisicas.

Es importante mencionar que en DMSO, efancl, metanol vy acetong, 1os disclucionas
de RRBpy1, primero rojizas oscurcs se fornan con el flempo verde esmeraida. Sin embargo, los
colores de las disoluciones frescas, muestran bastante similifiud a las disoiuciones del RR,
ademdas de ser muy intensas

TABLA 4.17 Andilisis Elermental de RRBpyl

Elemento C N H
% Expetimental 35,07 8.13 3.16
% Tedrico 35.48 8.28 3.28

La compesicion porcentual fediica se calculd a partr de la férmula minima
RUO,(C46NaHg)s(HaO)e(CIO )6, que tiene un peso molecular de 2031 17 g/mol, lo cual implica
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como estd desciffo en la formula anterior que hay seis moléculas de bipliding ceordinadas,
dos de agua y como coniigion se fiene al perclorato ademds de 7 moléculas de agua de

hidratacion.

TABLA 4.18. Propiedades fisicas de RRBpy!

Formula PMig/motl} Color Solubilidad
DMF +++
RO ChoNoHa)e[HaO)AClO,) 7H,O | 2031.17 | rojo oscure | DMSO + 44
Microcristalino | Acetona +
Agua ++
Etanol +
Metanol +-
Eter + ]

+ insofuble, ++ parciamente soluble v + ++ soluble

La precipitacion de este compuesto es dificll, iniciaimente se obliene una sustancia de
consistencia de gel, que fras muitiples lavados vy recristalizaciones con solucion de perclorato
de sodio al 1% es posible recuperario

4.2.1.2.- Espectroscopia de infrarrojo

La caractenzocion de este compuesto mediante espechoscopia infrairoja en la region
media se realizé a partir del espectio confenido en la Figura 25. Los espectios de infrarcjo de
las materias primas, es deck, 2,2-bipidding vy el mononuciear bisbipyRu, s& encueniran en las
Figuras 2 v 3; finaimente, |a TABLA 4.19 presenta fas bandas principales y su asignacion.

El especho de IR de RRBpyl muesita un comportamiento similar a bisbipyRu, con
aigunos diferencias gue denotan cambios en la estructura guimica del cormpuesto, 1as cuales
son expuestas claramente en la TABLA 4.19. Un andlisls detaliado de las senales nos pemite
defectar gue en RRBpy1 hay una menar definiclén de las senales debidas a las vibraclones de
los enlaces en ks estucturas aromdticas. También es posible detectar el desplazamiento de
algunas senales, en algunos casos a frecuencias altas y en otros a frecuencias bajas
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TABLA 4.19, Principales bandas en Inframojo de RRBpy |

BANDAS 2.2'olpiridina | bisbipyRu NaCIO, RRBpy! |
cm’! cm’?
v,O-H 3447 3475
Vg O-H 3442
8H,0 11636 ~ 1634
p, H,O - .
Py H,O — -
v Ru-0O 424 422
v =C-H 3100-3000 3095-3038 31073060
§ =C-H fuera | 1970-1610 1600-1522 1900-1603
del plano
v Ar-H 16001400 1459-1418 1600-1422
v N=C 1578 1636 1634
1556 1600 1603
vC=C 1452 1458 26 1467
1415 1418.07 1422
8 =C-H 1250-990 1261-1018 1145-1086
|..en plano cublertas por conraion
& =C-H 757 763,727 770
fuera del 657, 648 637,626
plano e
v, CIO 1170-1050 1145, 1115y 1086
banda ancha
e infensa
v, Cl-O 5635-615 636y 626

Es importanie recalcar que del especho es posibie detectar ia presencia de agua de
cristalizacion, como queda de manifiesto por kas sefiales a 3,400 y 1,633 cm'. Puede
ademds observarse I banda de elongacion del enlace Ru-O en 422 ecm™, que se sugiere es
debido a la presencia de enlaces p-oxo

Las bandas atibuidas a 108 vibraciones de slongacién del enlace C=N aromdtico,
muestran desplazamientos a frecuencias ligeramente mayores, que se atriibuyen en principio
y segun la feoria vibracional al incremenio en la masa reducida debido af aumento de
complejidad del nuevo compuesto, aungue fambién deben estar involucrados efectos de
localizacion de la carga en las estructuras aromdticas prodicto de ia coordinacion,

También ias vibraciones de elongaciéon del enlace N=C aromdlico se muesiian
ligeramente cormdas a mayor frecuencia v en el caso de ia banda en 1603 es posible
detectar un Incremenio de su intensidad,

La coordinacion de los perclorafos @ metfales de  fransicién  se  observa
predominantemente cuando se frabagja con disciventes no acuosos, que no es el caso El
especho IR medio del peiciorato de sodio muestia solamente dos bandas afribuidas a as
vibraciones de elongacion def enlace C-Q, una infensa en el intervalo de 1,170-1,050 cm™ y
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HP
i

ofra débil en 635-6156 cm’ La simehia del ion perciorato, Td, presenta nueve grados de
libertad vibracional, los cuales se distribuyen enfre 4 modos de vibracion. De las 4 vibraciones
solamente v; v v, son activas por infrarojo, v Ia banda v, es basiante intensa y ancha

En RRBpy1, el multiplete localizado en el intervalo de los 1,145-1,085 cm! denota o
disminucion de la simetria del perclorato, v en fal caso puede afribuirse a la coordinacion del
perclorato al metal o a efectos de red cristaling o a acoplamientos enfre vibraciones de iones
perclorato S bien el ambiente quimico generado por la red de crisializacion puede ser
responsable de una disminucién de la simetia v, por ende, al incremento de los modos de
vibracién, la contibuciéon normaimente es minima'*® ', aun cuando si se han detectado
desdobiamientos de a tanda por efecfos de la red En o Figura 26 se presenia el espechio
de infrarrojo lejano de RRBpy1 en donde es posible identificar esta banda en 335 cm! Este
hecho podria implicar que el perclorato se encuentre coordinado al rufenio. Sin embargo es
necesario iealizar ofras pruebas con ld finalidad de coneborar esta evidencia vibracional

4.2.1.3.- Momento magnético

Se determind expeiimentaimente la susceptibiidad magnética, Ia cual nos permitfic
calcular el momento magnetico de RRBpy1 a 20 °C, el cual fus de 2 80 MB. Es ya sabido que
el RR, complejo de valencia mixika con Rufill y Ru(lv), es un compuesto diaomagnetico, sin
embargo, RRBpy1 no o es, lo cuadl sugiere la posibilidad de la presencia de alguna impureza
0 que simplemente RRBpy1 sea un compuesto paramagneético.

4.2.1.4.- Especiroscopia de RMN 'H

Los espectros de RMN 'H tanto de la 2,2" bipifding como de bisbipyRu, se han
discutido amplicmente en la seccidn 4.1.1.3 Los espectos de RRBpyl se presentan en las
Figuras 27, 28, 29 v 30 Se realizaron en DMSO con TMS como estdndar intemno. Es importante
recalcar la complejidad de los espectios (Figura 27), aun después del infercambio con agua
deuterada (Figuras 28 y 29). |

Dei espectio en ia Figura 28, podemos obsernvar ia presencia de sefidles a campo
alto, que no se esperaban, sefiales que apcrecen 2 ppm. También es imporfante enfatizar
gue se generan sefdles en el espectro hasta 16 ppm, obviamente inesperado considerando
ia especie sinfetizada.

En su trabajo, Meyer y colaboradores no describen ef estudio mediante RMN 'H ni se
registran los momentos magﬂéﬁcos_i; —
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El espectio es bastante complejo en Ia region aromdtica, el cual puede explicarse en
funcién de la existencia de diferentes ambientes magnéticos para ias blplidinas y adn
cuando la adicién de agua deuterada simplifica algunas sefales, no es suficiente para hacer.
un andlisis completo. Es posible ademas observar que 1as senales en la region qromcﬁﬁc_‘d"fho _
estén en una linea base recta, lo cual se puede deber a la presencia de especies.:
paramagnéticas. o

Al dejar pasar algan tiempo (2 dias) nos percatamos que o disolucion quuifié UNG -
coloracion verde botelia infenso, casi negra. Se determiné el espectio de RMN 'H (Figuia 30);
obteniéndose resultados aun mds inesperados Es posible detectar Ia presencia de sefiales

IR

hasta -30 ppm en la RMN 'H, v sefiales hasta 25 ppm.

Esta evidencia muestra claramente que se estén llevando a cabo reacciones en
disolucion ya que no es posible proponsr gue se debe a reacciones de despiazamiento de
ligante, por el DMSO, las cuales no generarian desplazamientos tan pronunciados

L.os espectios de RMN '°C, gque no se incluyen, tienen un comportamiento muy similar,
son bastante compilejos y con senales no esperadas.

De este andlisls observamos que el compuesto obtenido no es &l esperado aun
cuando el andiisis elemental dio buenoes resulfados.

4.2.1.5.- Espectroscopia UV-Vis en disolucion

Meyer y colaboradores determinan el especfio electiénico de RRBpyl, el cual se
muesira en ef ESQUEMA 4.6 En la Figura 31 se prasenta el espechio WV-Vis obtenide por
nosolTos para RRBpy1, tanio en agua como en solucién de hidrdxido de sodio (Na(GH) 8.1 M.

Es importante hacer notar ki diferencia de 1os espechos en amibas condicionss.

Los autores sostienen que en medio basico, el complejo trinuciear pierde un proton de
cada una de las moléculas de agua coordinadas at mefal  Aun cuando podria pensarse
gue esa es la razén de la diferencia de los espectros, y por las demds evidencias
experimentales que hemos enconfrado creemos que existe ung reactividad mucho mas
compleja que la descrita por Mever. Este no registran en su arficulo el especho elechénico del
finuclear en agua, ni mencionan Ias razones por ks gue no o hacen.

[(BPY)o(OHoJRUORU(BPY).ORUOH)(BRY )] - {(BRy )l OHJRUORU(BPY),ORU{OH)(BpY)}
Bpy=2,2'bipiidina
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Esquema 4 6 Especho WV-vis ce RRBpyt . &l especho en heq punieada se redlizd empleando
como disohvente NalH, 01 M B especho en linea continug, empled acido
tetrcdfiucrometancsulfonico (HIFMS) 0 1M Gaselowifz et at. inorg. Chermn. 1986:25 20152023

Por ottt parte, el espectio en medio bdsico de RRBpyl es muy similar al especto
electidnico del frinuclear descrifo por Mever, 1o cual nos lleva a suponer que obhivimos el
mismo compuesio. Sin embatgo, se presentan diferencias en los coeficientes de extincion
rnolares obtenidos. Mevyer informa que sus maximos en 673 nmy 475 nm tienen coeficientes
de exiincion molar de 80400 y 7800 M cm” respectivamente, mientras que RRBpy! presenta
en sus maxirnos de absorcidn en 660 nm y 468 nm  coeficientes de exiincion de 78429 v
45684 M cm’ respectivamente. Se sugiere de esios resuifados gue RRBpyl contiene ung
impureza capaz de geneiar esta diferencia, v e efecto perceptible en RMN H. Sin embairgo,
con el tiempo la solucidn en medio bdsico presenta un cambio importante de coloracion de
rojo oscuro @ violeta o azul marino, cuyo espectio indica desplazamiento e incremento en la
Intensiciad del maximo en 668 nm vy ki desaparicidn del maximo en 468 nm (espectro no
reportado]. Por 1o tanio RRBpyl puede en reaiidad consistir en una mezcla del Finucledr
descrito por Mevyer y uno de ios infermediarios de ki reaccion.

También se determind el espectro  elechdnico de RRBpyl en dcido
frifluorometanosuifénico (HIFMS) 0 1M {Figura 32) Nuevamente existe gran similitud entre este
especto v el descriio por Meyer, pero fambién diferencias Los mdximos de absorcién de
RRBpy1, locdiizados en 398, 469 v 651 nm presentan coeficlentes de extincidn molar de
57,979, 44,042 vy 139,362M7cm’, respectvamente. Meyer, por su parte, encontd gue 1os
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maximos de absorcion del finuclear en medio deldo estdn en 653, 462 y 393nm con
coeficientes de extincion del orden de 105,000, 7,200 y 9,990 M'cm', Estos resultados son
consistentes con los resultados en medio bdsico, pues nuevamente los coeficientes de
extinclén de RRBpy1 son mayores a 1o esperado, por o cual podemos suponer ia presencia
de alguna impureza, que creemaos es un infermediarno de la reaccldn.

El especho electrénico de RRBpyl es bastante diferente del especho del RR, pues
ademds de presentarse una banda adicional en una longltud de onda de 660 nm, los
coeficientes de extinclén son aproximadamente 6 veces mayores que [os fipicos coeficientes
de exincion moiar del RR. Por lo anferior tenemos serias dudas sobre la identidad ¢
caracierizacion realizada por Mevyer, sin embargo se requlere de mds investigacion

Ademds, en su articulo, Meyer describe el espectro elecitéonico del RR con bandas que
en reglidad no perfenscen al RR sino ¢ algunas impurezas, 1as cuales presentan sus maximos
de absorcion en 758 nm y 245 nm, gque conesponden ¢l violeta de rutenio y derivados
nifrosiiados de rutenio [ver ESQUEMA 1.19 del CAPITULO 1).

Finaimente, Ia reactividad obsenvada en este compuesto es tolalmente diferente a la
reactividad de andlogos por susfitucidn de liganfe estudiados por nosotfros, por ejemplo
RRPhen2, que reiomaremos al final de esta seccidn.

4.22.- Sintesis y caracterizacién del perclorato de  di-u-oxo-
bis(acuabisfenantrolinarutenio(ill)}bisfenantrolinarutenio(fV),RRPhen3

Esta sintesis, una modificacion de la sinfesis de! andlogo al RR con bipirdina descrita
por Meyet y colaboradores, es reproducible

Enseguida expondremos 1o evidencia quimica obtenida en la caracternzacion de
RRPhen3:

4.2 2.1.- Andlisis elementat y propiedades fisicas

La recuperacion de este producto resultd mas sencilla que en el caso de RRBpy1, pues
fras los iavados con éter, la consistencia era Ia de un sdlido faclimente recuperable del papsel
fiifro, no gel.

El sélido final, después de las recrstalizaciones con solucion de NaClO,, es de color
café oscuro microctistaline, muy similar a RRBpy1, Finalmente después de secar el compuesto
previamente recristalizado, se obfiene un rendimlenfo de 48.8%
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La composicion porcentual, fanto calculada como experimental a partir de la férmula
propuesta, se muestra en la TABLA 4.20 vy en la TABLA 4 21 se resumen algunas propledades

fisicas.

TABLA 4 20. Andlisis Elernental de RRPhen3

Elemento C N H
% Expermental 38.52 10 3.66
| % Tedrico 39.76 7.73 3.06
TABLA 4.21, Propiedades fisicas de RRPhend
Formula PM{g/mol} Color Solubllidad
DMF +++
RU;O5(CraNaHeJalHoO){ ClO ) 7H,O | 208517 | Caférofizo  |DMSO +++
OSCUIo Acetona ++
Microcristalino | Agua ++
Ftano! +
Metanol +
Eter +

+ Insoluble, ++ parclaimente soluble y +++ soluble

la composicion porcentual  fedrica se calculd o parfr de la  formula
RuUzOL{CaNHglo(Ho O CIO,Je, que cuenta con un peso molecular de 2065.17 g/mol, segun o
cual RRPhend flene seis moléculas de 1,10-fenanfrolina coordinadas, dos de agua y como
contraion se tiene al perciorato ademds de 7 moléculas de agua de  hidratacion.

Las disolucionas de RRPhen3 en DMSO, acetona, acetonitilo y agua con el fiempo
cambian su color de vino oscuro a verde, sin embargo es imporiante mencionar que los
fiempos son del orden de segundes, mucho menores que los iempos en 1os cuales se
detecta esfe cambio en RRBpy1 Este incremento de reactividad puede explicarse gracias a
las propiedades que la fenanfolina aporta. Por ejemplo, se puede recordar gue en los
complejos mononucieares de rutenio se estudia la velocidad de la reaccion de reduccidn
de Rulll) a Ru(ll), wisustituido con bipiidina, que es rapida, pero que puede defectarse
mediante la técnica de stopped flow. Sin embargo, la misma reaccion con complejos de
fenanfroling no se puede estudiar debido a gque dicha conversién se lieva a cabo de manera
instantanea.

Los cambics fisicos de ia mezcia de reaccidn durante la sinfesis son muy similares a los

cambios registrados por RRBpy1
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4.2.2 .2.- Espectroscopia de infrarrojo

El espechio de infrartcjo medio de este compuesio se muestra en la Figura 33 Los
aspectos de inframrgje de las materas primas, es decir, 1,10-fenanfoling v bispheniRu se
concentran en las Figuras 12 y 13 respeciivamente; finaimente, en la TABLA 4 22 se resume la
asignacion de 1as sefiales del especto

TABLA 4.22, Pincipdles bandas en Infrarcjo de RRPhend

BANDAS 1,10-fenantoling bisphenRu NaCiQ, RRPhen3
cm’! cm!
v, O-H 3382 3412 3426
Vs O-H
3.H,O 1642 1625 1629
o Hzo — - n
Pu H2O
v Ru-O - -
v =C-H 3058 3029.92 3050
§ =C-H fuera 16001700 1670-1700 1921
| __dsl plano
v Ar-H 1600-1400 1600-1400 1629-1340
v N=C 1616 1592 1608
____ 1886 1564 1517
vC=C 1860 14097 86 1428
1502 1444.33 1385
1422 1422 65 1341
n 1405.66
& =C-H 1216-998 1285912 cubiernas por confrgion
en plano —_ .
8 =C-H 854 842 846
fuerq del 778 770 777
plano 738 716 718
vy CI-Q 11761050 1143
banda 1114
ancha e 1084
Intensa
v, CI-O 635-615 628

£s posible detectar del especho, el agua de hidratacion presente en este complejo. La
mayorfa de las sefiales presentan un desplazamiento a mayor frecuencia, adn cuando ia
intensicdad de las sefiales se ve disminuida por la presencia de la sefial infensa del perclorato
£l especho de RRPhen3 no es muy similar af de bisphenRu, aungque las bandas mas intensas
an el especho de bisphenkRu adn pueden defectarse en e de RRPhend. El espectro se
simplifica considerablermnente
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En este caso, nuevamente es posible ver que la banda asignada a la vibracion de
elongacion Cl-O del  perciorato de sodio, se desdobla, lo cual pone de maniflesto Ia
disminucion de la simetria del ion perclorato.

En el caso del perclorato, como hemos mencionado antes, el ambiente quimico
generado por la red de crisializacion en el complejo puede ser responsable de una
disminucion de la simetria del perclorato, v por ende del incremento de jos modos de
vibracién, la contiibucion es minima'* %, sin embargo, se han defectado desdoblamienios
de la banda por efectos de la red.

En este caso también nos valimos de Ia espechoscoplia de infrarojo lejano, ya que se
ha documentado una banda en 330 cm’' aproximadamente, en complejos del ion
perclorato, de intensidad mds bien débll, atibuida a la vibracion de elongacion del enlace
M-O. En la Figuia 34 se encuenira el espectio de infranojo lejano de RRPhend en donde es
dificil establecer la asignacion de lo banda Asi, es posible gue el percloraio no esté
coordinado al wfenio v seq g red cristaling la causanfe de la reduccion de simetria e
incremento en modos de vibyracion

4.2.2.3.- Momento magnético

Se determind experimentaimente la suscepiibilidad magnética de RRPhen3, la cuai
nos permifié calcular el momento magnético a 20 °C, el cual fue de 2.94 MB. Nuevamente
es conocido que el RR es un compuesto diamagnefico, por o cual si RRPhen3d es un
compuesto andloge al RR, éste debe contener aiguna impureza paromagnética que da

origen & este valor.

4.2.2.4.. Espectroscopia de RMN 'H

Los espechos de RMN 'H de [os reactivos empleados en la sintesis de RRPhen3, tanto
de o 1,10-fenantrolina como de bisphenRuy, se discutieron en la seccion 4.1.2.3. En las Figuras
35, 36 y 37 se Incluyen los espectios de resonancia de RRPhen3, en los que se empled DMSO
(dimetilsulfoxido) como medio disoivente y TMS como referencia infemna.

Al momenio de preparar las disoluciones y colocaras en el fubo de resonancia nos
percatamos de la transform@cion de la disolucion de color rojo intenso a verde . Debido a la
rapidez con la que se efectla esta conversion fue Imposible detectar el espectho de la
especie 1o0ja, por o cual los espectios conesponden ¢ la especie en solucion de color verde.
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De esfos espectros o que salta a la vista es la complejidad de senales generadas en
la muestra principdimente en los alrededores de la regidon aromdatica enfre 7 vy 10 ppm  Este
fenomeno sin duda se debe a la existencia en ia muesta de fenantroling en ambientes
magnéticos diferentes, por jo cugl sus senales son diferentes, Esto puede también afibulise a
una cantidad importante de impurezas  También se observan en el especho sefiaies en
campo fuerte y débll no esperadas, sobre fodo por fiatarse de una resonancla profénica en
donde nermalmente Ia escalc es de 1 ¢ 11 ppm. Por giemplo, es posible ver seficles de
fenantrolina hasta 20 ppm y -24ppm, Tampoco esperadas, se observan ias sefiales a 2ppm.

Este comporamiento anormal fambién se presenta en RRBpy1, que nos lleva a pensar
que es el mismo fipo de impureza o el mismo 1ipo de reactividad que le dio origen.

Finglmente aunque parecia que por los andlisls elementales, RRPhend es de naturaleza
finuclear, andloga al RR, la resonancia magnetica nuclear no es consistente con tal

afirmacion.
4.2 2.5.- Espectroscopia UV-Vis en disolucion

La espectroscopia elechrdnica ha sido una heramienta il en la caracterizacion e
identificacion del RR y sus andlogos por ieacciones redox. Sin embargo, en o que respacia a
los compuestos sinfetizados mediante la técnica de Mevyer, los espectros son
substancialimente diferentes al RR, oun cuando es de esperarse un comportamiento
parecido Sin embargo, existe consistencia en cuanto a la infensidad de las bandas afribuldas
a transferencias de carga liganfe-metal que por su naturaleza poseen altos coeficientes de
extincion molar

En la Figura 38 se presenta el espechio UV-Vis obtenido para RRPhend, en solucion de
hidiéxido de sodio (NaOH) 0.1 M v en HIFMS 0.1M. Es iImporianie anotar gue en solucion
acuosa es posible perclblr que la coloracion inicial de ia disolucion es roja oscura, pero casl
de inmediato cambia a verde infenso. Por olro iado, en medio bdasico vy Geido ia disolucion
adquiere el color verde Intenso de inmediato,

Ambos espectios muestan diferencias en la region de los 350-500 nm, gque en el caso
de RRBpy1 se atlbuyd a la desprotonacion de las moleculas de agua coordinadas a rutenio.

Nuestra opinidn es que se estd llevado a cabo qige mas que una desprotonacion,
creemos que estan procediendo reacciones redox imparantes, sin embargo esta propuesta
requiere de estudios, v finalmente éstos salen de los objetivos de este trabajo de fesis.
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Los coeficientes de extincion de RRPhen3 en medio Geido y bdsico son menores a los

observados en RRBpyl . Ademds, en medio bdsico era de esperarse el desplazamiento de la
sefal, que aparece a 653 nm en medio acido, a aproximadamente 673 nm, coma Mevyer
describié en su finuclear, pero nosotos No detectamos cornimientos de esa sefial en funcién
del pH del medic tn el caso de RRBpy! este desplazarmiento es muy pequefio

4.3 - Sintesis, caracterizacién y purificacion de andlogos al RR por procesos redox

Para poder completar &l estudio de los andlogos al RR era conveniente realizar o
sinfesis de los andlogos por oxidacion de éste Estos compuestos ademds eran requeridos en
el estudio del efecto inhibidor del proceso fotosintético, que prefende determinar ia influencia
de la conformacion, el tamano, la aromaticldad vy la carga en ia actividad biolégica de los
andlogos al RR.

En este apariado se pfesenta Ia evidencla obtenlda del estudio de o reactividad del
mismo rojo de rutenio (RR), café de ruienio (CR) y violeta de rufenio (VR). Asf como ios
hallazgos en los procesos de purificacion de estos compuestos,

4.3.1.- Nueva evidencia en la caracterizacién y purificacién del RR
4.3.1.1.- Purificacién cromatogrdfica del RR

Del estudio previo de este tipo de compuesios'® determinamos que la obtencion de
estructuras cristalinas es un ejercicio complejo. En un infento por favorecer la cristalizacion de
estos compuestos decidimos emplear la cromatografia de Intercambio 1dnico, con ia
finalidad de afinar g purificacién de las muesiras empleadas en 10s gjerciclos de
cristalizacion, pues prevalecia o posiblidad de que cudlguier fipo de contaminacién
impidiera la cristalizacion de os andlogos.

Tambien era imporfante contar con muestas puiificadas de RR, CR y VR para los
estudios biotogicos, o cual nos exigia el emplec de técnicas de purificacion especializadas.
Este apartado es patticularmente imporntante en el caso del CR, pues esid bien documentada
la presencia de una impureza idenfificada en ias mueshtias comerciales del RR, gue es
detectable por un méximo en el espectro UV-Vis, a 360 nm, sefal que podria fraslaparse con
las sefcles tipicas de CR Tal impureza de naturaleza dinuciear (Rus,) ha mostrado una
considerable actividad inhibftoria del fransporfe de calcio mitocondiial
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Existen en la lteratura descripciones de procedimientos de purificacion, pues ha
resuffado muy importante sobre todo en el campo de las aplicaclones bioldgicas, en donde
es necesario contar con muestras puras @ las cudles pueda corectamente atribulisele un
efecto bicldgico dado eviiando de esta forma cometer erores en la asignacion de una
actividad biolégica, tal como sucedid en el estudio del efecto Inhibidor del ransporte de
calcio mitocondrial en mamiferos por RR, que postericres experimentos determinaron que
dicho efecio inhibidor era generado por una impureza dinuclear presente en Ias muesiras
comerclales de RRY130,

ta lergtura contiene Informacién suficiente sobre a cromatogiafia de infercambio
iénico y decidmos recunir a ella en funcién de los buenos resuitados obtenidos en un estudio
quimico del complejo dinuciear de ritenio. La técnica de purificacion desarrollada en este
frabajo de tesls fue formada del rabajo hecho por Ying vy colaboradores' ™,

Experimentalimente los resulfados obfenidos en nueshro frabajo son comparables a los
resutiados obtenidos por el grupo de Ying'®

Lo separacion del RR en columna nos peimitld defectar por lo menos cuatro
fraccionas definidas por coloraciones diferentes Con este método ia friaccién que eluyd con
la solucion 0.6M de formiato de amonio contenia al RR, tal como io Informa Ying. Una vez
obtenida la fraccion se iofitizé de inmediato con la finalidad de evitar al m&ximo o
descomposicion del RR Finalmente se disoMé nuevamente en una solucion de cloruro de
amonio 0.1 M vy se paso por la columng intercambladora de aniones [previcmenie saturada
de cloruros mediante adicion de una solucion 2N de dcido clorhidiico, lavada y estabilizada
a pH=46} con la finalidad de recuperar al RR con clomwre como contraion.

El seguimiento de esta separacion se levd a cabo mediante espectioscopia
electidnica, del que los resulfados mds importantes se concentran en la Figuia 39. En fa Figura
40 se presenta el espectro elechonico en disolucion acuosa del RR purificado mediante
intercambio idnico. El cosficiente de axincion molar del RR puificade por meétodos
quimicos'®®, fue de 17,035 M'cm’', mientras que el coeficiente de extincion de RR purificado
por cromatografia de intercambio iGnico fue de 18,091M'em’’

Como se menciond en los antecedenies, se han propuesto diagramas de orbifales
moleculares para e RR, que son similares al diagrama propuesto para el complejo
{RU,OCH ], de fal forma que ik banda mds infensa, localizada a 532 nm se asigna d fa
fransicion n'en (g,/«e). en donde se ven involucrados los orbHales moleculares

deslocalizados metal-oxigeno.
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4.3.1.2.- Espectroscopia de infrarrojo lejano

La espectroscopia de Inftarcjo medio ha sido empleada en la caracterizacion del RR y
compuestos andlogos, como queda de manifiesto en este trabajo v en el frabajo de tesls
anfecedente de este Sin embargo, g espectoscopla de infrarcjo lejano no ha sido
empieada en la caracterizacion de estos complejos p-oxo. Es sabido’® que existe una
vibraclon caracteristica de elongacion asimética Ru-O-Ru, presente en complejos como
[RU,OCl)* en 805 cm?’, que ademds refieja o nofurdleza linear del enlace Ru-O-Ru.
Desaforiunadamente en complejos aminados esta banda de vibracion es imposible de
detectar ya gue los grupos amino cuentan con una vibracion del enlace N-H 1ipo “rocking” en
esa frecuencia. Este fipo de enlaces M-O-M, cuentan con ofro modo de vibracion, una
elongacion smética que se genera a frecuencias de aproximadamente 215-260 cm'’, ésta
debido a la estuctura lineal o practicamente lineai’° 7",

El espectro en la regidon del Infrarcjo medio se encuentra en la Figura 41 En este, ia
banda intensa v ancha de vibracion siméfica se localiza o 250 em. La presencia de esfa
sefial permite inferir que &s una esfructurg Ru-C-Ru-O-Ru lineal.

Retomando el estudio en la regidén de infrarmojo lejano de RRBpy1 y RRPhen3 (secciones
4212y 4222, Figuras 26 y 34) obsevamos que ambios especttos carecen de esta banda,
de 1o cudl se sugiere que en estos compuestos no existe el enkace M-O-M, ni fineal, ni
angular. Ademds, una estructura del tipo M,O,, presenia una banda M-O-M enfre 500-550
cm’, la cual fampoco existe en estos compuestos.

4.3.1.3.- Andlisis termogravimétrico

Como complemento de lo informacion que se fiene sobre el RR, carente en la
liferatura, decldimos hacer un andlisis termogravimeético, para identificar la temperatura de
descomposicion del RR, la forma de descomposicion vy i cantidad de moléculas de agua y
su naturateza {de coordinacion o hidratacion;.

Para este estudic empleamos €l RR purificado mediante cromatografia de intercambio
idnico El andlisis elemental de este compuesto determiné la composicidn porcentual que se
retine en la TABLA 4 23, en donde también se concentra Ia composicién porcentuat tedrica
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TABLA 4.23 Andiisis Elernental del RR

RU;O,(NHy),,Cl,6H,0
PM=903.36g/mol

Elemento N H
% Experimental 21.73 6.07
% Tednco 21.93 6.04 ]

De este andlisls se defermindé que e RR cuenta con sels moleculas de agua de

clistalizacion. Este hecho es compatible con la fdmula minima determinada por Flefcher,

quien lo sintetizd y caracterizd™, pues se determiné que contenia 4 molécuias de agua y

parg el CR propuso 5 moleculas de agua de crstalizacion.

_ La cuva termogravimetica de RR (Figura 42] se realizé bajo condiciones de aimdsfera
de N, y una velocidad de calentamiento de 10°C/min 1os porcentajes de descormnposicion

mdas significativos, asf como 1os Infervalos de temperatura comespondientes se muestran en g

TABLA 4 24
TABLA 4.24, Porcenicies de descomposicion con respecto o la temperatura para RR purflcade
N\Hsﬂf/N " N{SN/N " ht‘?n/m
HN= ==y o Qo = Ry =eNkg | CladHoO
/N /N
) NH3 NHa NHZ NH3 NHA NH3 .
Compuesto % de masa perdida acumulada
icial e T ratura
inicia Espocis % % empe (°C)
perdida caiculado | expsrimental
RR 6H,O 12 95 13 50-173 59
5NH, 22.36 22.62 173.59-231.,24
6NH,Cl, 615 61 240-271
312N, _
Compuesto |  Especies % % Temperatura (°C)
final fesidudles | calculado | expearimental
resicduc 2Ry 38.3 39 271-350
RuO,

Las moléculas de agua se pierden cuando la muestra se callenta hasta 173 .69 °C, o
cual probablemente Indica que se frata de moleculas de agua de ciistalizacion, ya gue el
agua coordinada se plerde hasta 300-320 °C. El porcentcje de pérdida de masa
conmesponde a 6 moléculas de agua y se concluye que son de hidratacion. Este dato

confiima los resultados del andlisis elemenial para el RR.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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El compuesto empieza su descomposicion aproximadamente a los 240 ©C. Al catentar
hasta 231.24 °C, se pierden cinco moléculas de amoniageo, o cuat se fundamenta en ia
reactividad férmica tipica de los complejos amoniacales de rutenio ya que es el patrdn de
descomposicién comun de éstos, especificamente en complejos mononucleares Por
ejemplo, el andlisis fermogravimedrico del complejo mononuciear de rutenio, halogenuro de
hexaamminrutenio(ifl] muesita una descomposicion de primer orden gue procede de la
siguiente manera y se inicia a 230°CM*:

[RUNH,) Ko >TRU(NH) XX+ NH,

De este componamiento salta a k1 vista que no se coordinan todos los clofures, pues
para eso se reguiere de mayor cantidad de energia. Como ejemplo se tiene el caso del
clomro de cloropentaamminmutenioflll), cuya descomposicion se inicia aproximadamente o
246 °C y procede de la siguiente forma''8;

[RUINHa)s XX [RUINH3 s X} + 2NHg

En el caso de RR, la siguiente pérdida de masa, bien comesponde a [ pérdida de &
moléculas de amoniaco. Finalmenie en &l Intervalo entre 240°C y 271°C procede g Uiima
etapa, propiamente de descomposicion del RR. Agui proponemos gue el 39% que
permanece Tras el calentamiento conesponde a la presencia de rutenlo metdlico y éxido de
rutenio{ivy), mientras que el 38.38% que se plerde en este ulimo paso esta compuesio de
nitrégenc y cloruro de amonlo, ambos liberados, uno por fratarse de un gas y el cloruro de
amonio perdido por procesos de sublimacion- E cloruro de amonio a condiclones
atmosféricas tiene una temperatura de sublimacién de 290°C puro  Esta propuesta se
sustenta en ofra descomposicion de un mononuciear que procede de la siguienfe manera a
255°C 1%,

[RUNH)oCla] > RU +2NH,Claupimays 1/2Npg+HChg,

De este andlisis proponemos que la descomposicion del RR procede de g siguiente
forma:

Finalmente se obtuve un compuesio de alfa pureza, el cual fue cristalizado mediante
o fecnica de evaporacion lenta de disolvente pudiéndose observar la formacion de
estruciuras cristalinas, pero demasiado pequerias para el andlisis de difraccion  Sugerimos
realizar un cambio de contraion o emplear ofia fécnica de cristalizacion mdas conveniente.
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Por ofra parte, dada la alta pureza del compuesto obtenido puedan Iniciarse 10s estudios
mediante electroquimica técnica que requisre de reachvos puros.

4.3.2.- Sintesis y caracterizacién del CR

La sintesis del café de rutenio, cloruro de di-p-oxo-(pentaamminmutenio(fjpentaammin
rutenio (V)tefraamminrutenio(lV), CR, procedié segun o expuesto por Fletcher'® Al momento
de adicionar el deido nifico, la solucion adquidd una fonalidad ambarina y findimente se
resumen ¢

obfuvo un precipitado oscuro Los resultadeos de lg caracierizacion se

continuacion:
4.3 .2.1.- Andlisis elemental y propiedades fisicas

El sdlido obtenido fiene un color café fabaco intenso, cast negio. Al microscopio es
posible observar un sdlido microcrisialine El rendimiento de la reaccidn fue del 87.12% En la
TABLA 4 25 concenframas ia cormposicién tanfo calculada como experimental o partir de una
férmula propuesta y en la TABLA 4 26 se anexan algunas propledades fisicas importanies,

TABLA 4.25 Andlisis Elemental del CR

Elemento N H ]
% Expermental 26.03 4,53
% Tedrco 26.79 4,77 ]

la composiclon porcentual tediica se calculd a partir de la fdrmula minima
[RUOL(NHa ) HINO,),8H,0, con un peso molecular de 903.1g/mol, o cual implica como estd
descifo en la f&mmula anterior, que &l CR cuenta con ¢inco moléculas de agua de

hidratacion.

TABLA 4.26. Propiedades fisicas de CR

Formula PM(g/mol) | Color Solubjiidad
DMF e
[RU;O(NH3) 1JINO,),5H,O | 1097.756 | Café oscuro |DMSO e
Microcristalino | Agua ERpT
Acetond + 4+
Etanol ¥
Metanol + ]

+ Insoluble, ++ pargiatmente soluble v + + + soluble

Este compuesto se disuelve en agua con gradual fransformacion al RR. Se determind

la conductancia molar dando un valor de 730 Ay, sin embargo es importante anotar que
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durante Ia deferminacién se detecté la reduccién al RR, por lo tanto es necesario buscar
condiciones en los cugles esto no suceda partt oblener ef valor conecio de conductancia
molar.

La medicion de la susceptibilidad magnética a 25°C nos pemmifié calcuiar un
momento magnefico de 1.85 MB, mienfras que Fletcher reporfa un momento magnético de
1 13 MB por Gtomo de rutenio.

La purdficacion mediante cromatografia de Intercambio idénico no dic buenos
resuftados en ef caso de este complejo, ya que durante el proceso una pare del CR se
fransforma en RR Es necesatio modificar las condiciones de trabagjo para favorecer ia
estabilizacion de eska especie. En pruebas preeliminares, las condiclones favorables son de
un medio deido, especificamente soluciones de acido nifico 8.01M

4.3.2.2.- Espectroscopia de infrarrojo

El especiro de Inframojo del CR se presenta en la Figura 43 Estos resuliados son muy
similares a los reporfados por Fletcher. La asignacion de las sefiales mds imporantes v ia

comparacion con el RR se resume en la TABLA 4.27:
TABLA 4 27. Pincipates bandas en Inframojo del CR

BANDAS RR_ CR KNO,
| vOH 3382 3442

8:H,0 1642 1626
i cubieria
v NH, 32283144 | 3226, 3146

3, NH, 1616 1626

&, NH, 1299 1293

cubierta

pr NH, 805 826
___vNO, 1384 1390
| vNO, 1352 1355

iniciaimente podemos decir que 1os especiios de RR y CR son muy similares enfre si,
gue es 1o esperado Sin embargo, es posible detectar diferencias en ias frecuencias de
vibracion de los mismos enlaces. En el CR, el mayor desplazamienfo se presenta en Ia
vibracion de deformacion asimetrica del grupo amino  También muesha un desplazamiento
considerable a frecuencia mayor fa banda generada por la vibiacion 1ipo “rocking” del
enlace N-H

Ol diferencia imporfante se puede detectar de las sefales generadas por o
vibracion de elongacion del enlace N-H, que aparece a aproximadamente 3,200 em’ En el
caso del RR, la infensidad de la banda a 3,228 cm™! es mayor que la Infensidad de la banda
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vecina (3,144 cm’'] Por el contrario. en CR, la banda primera locallzada a 3,226 cm' es de
menor intensidad que la banda vecina. Esto puede explicarse en funcién de la proporcion de
grupos amino coordinados al mefal. £n el caso del RR, 10 grupos amine estan coordinados o
Ru(llf), mientras que sdlo 4 estan coordinados a Ru(lV). El CR presenta, por el contrarlo, 9
aminos coordinados a Ru(lv} y sdio 5 a Ruglil

Oha evidencia importante que da informacion de Ia estructura de esfe compuesto se
tiene mediante la espectroscopia de infrarojo lejanc. Como hemos mencionado 1a vibracion
de elongacion Ru-O-Ru, lineal, genera una sefial en el infervalo de 215260 cm'' E espectro
de infrarrcjo lejano del CR presenta una banda en 250 cm’, fal como el RR De donde se
confirma la estructura lineal del RR (Figura 44),

4.3.2.3.- Espectroscopia UV-Vis en disolucién

Ofra tfécnica ampliomente utilizada en lq identificacion de este 1ipo de compuestos es
la especiroscopia W-Vis en disoiucion. El especiro elechdnico en disolucion del CR sintetizado
CoOmo paite de este frabajo de tesis se encuentra en ia Figura 45,

Dado que en solucidén acuosa el CR se fansforma esponfdneamente en RR,
decidimos preparar las discluciones dcldas, en las cudies es més estable el CR, preparadas a
partir de una disolucion de deido niflico 0. 01N,

Lo Identificacion de CR mediante esta técnica es positiva dada la existencia de
regishos del especho electénico del CR. El espechio muestra dos bandas afiibuidas o
fransferencias de carga. Hay coincidencia tanto en 1os mdéximos de absorcion como en &l
coeficiente de exiincion molar, pues paia nuesiro CR es de 33,332 Micm? vy el coeficiente
consultado en la literatura es de 44,000 M'cm™ . El diagrama de orbitales moleculares de este
compuesto ya se ha calculado (ESQUEMA 120 del CAPITULO 1), en el cual se incluye la
asignacion de las transiclones electrdnicas generadoras de los maximos de absorcion
caracteristicos de este compuesto.

4.3.2.4.- Andlisis fermogravimetrico

Dicha curva fermogravimétrica se encuentra en la Figura 46, para el caso de CR Esta
curva se realizé bajo las siguientes condiciones: atmaosfera con fiujo de gas N,y una velocidad
de calentamiento de 5 °C/min. Los porcentajes de pérdidas de masa mds significativos, asi
como los intervalos de temperatura en que éstos ccurren se muestran en 1 TABLA 4 .28
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TABLA 4.28. Porcentajes de descomposicion con respecio a ia temperatura para CR

NH3 NH NH, NH,
7AW
HIN——RY ==r=O== === Ru ====NH3 {(NO3z)7 SHoO
\ /\
NH3  NH3  NH3 NH3 MNH3 NH3
Compuesto % de masa péerdida acumulada
inici eratura (°C
ciat Espocie o % Temperaiura (°C)
perdida calculado | experimental
CR 5H,0 8.20 819 50-115

Ei CR se descompene en el infervalo de 85-322 81 °C. Esta descomposicion se Inicia a
una tfemperatura relativamente baja sl se compara con €l infervalo de femperatura en el gue
procede la descomposicidn del RR (173 59-231.24°C), Las pérdidas de masa que se verifican
al calentar ia muestka hasta 115°C se atibuyen a la pérdida de 5 moléculas de agua de
cristalizacion. Proponemos que después de esta pérdida se presenta la perdida de moléculas
de amoniaco y su sustitucién en la estructura metdlica por 10s grupos nifrafo  Se sabe que los
complejos de rutenio con nifratos coordinados son sumamente inestables, aun a femperatura
ambiente''®, por lo cual sometidos a calentamiento, lo son ain mdas. De esto es muy
probable que el CR se deshuya dando orgen o oxido de tenioflv) y complejos
Infermediarios con moléculas del tipo NO y NO, coordinadas, que son normalmente producto
de la descomposicién del ion nitrafo. El seguimiento de las perdidas resulta complicado
debido a gue no existen reporfes del comporiamiento érmico de compisjos con nifrato

Enfonces, podemos conclulr, gue el RR es mds estable termicamente que el CR en

esfas condiciones
4,3.3.- Sintesis y caracterizacién del VR

El nombre segun ia IUPAC del violeta de rutenio es clouro de di-u-oxo-bis(pentaarm
minrutenio{iV)lefraomminiutenio(lV), que en este tabgjo simplemente llamaremos VR Aln
cuando se ha discufido la caracterizacion y reactividad quimica de este compuesto en un
par de arficulos no es completa y de hecho los autores manifiestan que el VR no es un
andlogo al RR La sinfesis propuesta en este frabajo fue disefiada por nuestro grupo de
investigacién. Existe una fécnica? descrita en la liferafura que mas que una sintesls, es la
purificacion de las muestras comerciales del RR, con VR como impureza, el cual se puede
recupercl y aisiar A confinuacion se muestra la evidencia quimica en el estudio del VR.
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4.3.3.1.- Andilisis elemental y propiedades fisicas

El sélido obtenido fiene un color muy oscuro que se asemeja al negro. Las disoluciones
acuosas fisnen un color violefa oscuro © azul marno En la TABLA 4.29 concentramos i
composicién tanto calculada como experimental a partir de una férmuia propuesta y en la
TABLA 4 30 se anexan algunas propiedades fisicas importantes

TABLA 4.29. Andlisis Elernentol det VR

Elemento N H
% Expetimental 19.10 5.04
% Tedrico 19.94 5.74

Lo composicidn  porcentual  tedrica se calculd a pardir de o férmula
[RU.O,(NHa): 4]Cl 7H,0, que tlene un peso molecular de 983.37g/mol, lo cual implica como
asta desciito en la férmula anterior que VR cuenta con 7 moléculas de agua de  hidratacion,
y'ics nlcleos metdlicos estén cooidinados o Grupos amino.,

TABLA 4,30. Propiedades fisicas de VR

-y

Formula PM(g/mol) Color Solubilidad N
DMSO + -
[RUOL{NH, ), . 1CL 7HO 983.37 negro Agua +4++
Acetfona -+
Efanol +
Metanol -+
N Eter + |

+ insclubie, ++ parciciments soluble ¥ + ++ soluble

A diferencia del CR, este compuesto en disolucion acuocsa {pH=6) no muesha
cambios de coloracion. La separacion cromatografica en este caso fue exitosq, pudiendose
efiminar las impurezas presentes en el RR comercial, la materia prima empleada para ia
sinfesis del VR De esta separacion se defermind que éste eluye cuando en la columna se
fiene solucion de formiato de amonio 1M, Esta evidencia pone de manifissto que la carga
del VR @s mayor a la del RR, como se esperaba

Al adicionar a una muesha acuosa de VR, solucion de amoniaco 0.5M, se activa la
fransformacion del VR a RR, que es perceptible por el cambio de coloracién de violeta o azul
oscuro a rosada, No existen estudios cinéficos de esta fransformacion, en esfas condiiciones,
en la fiteratura
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4,3.3.2.- Espectroscopia de infrarrojo

El espectio de infrarrojo medio del VR se presenta en ia Figura 47. La asignacién de las
sefiales mds imporantes y la comparacion con ef RR y el CR se resume en [a siguiente Tabla:

TABLA 4.31 Principales bandas en infrarojo del VR

BANDAS RR CR VR~
v,O-H 3382 3442 3424
8 H,O 1642 1626 1607
cubleria
v NH, 3228,3144 1 3226, 3146 3130 |
8, NH, 1616 1626 1607 |
5, NH; 1299 1293 1286
cubiera
pr NH; 805 826 799
T VNG, - 1384 -
v ,NO, T 1352 -

Nuevamente observamos un pahdn simiar en el espechro de VR v respecio a los
espectros del CR v RR. Del espectro se confirma la presencia de moléculas de agua de
cristalizacion. La sefiat asignada a una vibracion de elongacion N-H, en el VR, es diferente de
las bandas en RR y CR. Mienfras que esta sefial en el RR y CR es doble, en el VR aparece
afinada Esto probablemente sed producio de la simetria incrementada en el caso del VR,
pues los tres diomos de rutenio fienen un estado de oxidacion 4+. Al aumentar la simetria,
disminuyen 108 modos de vibracion, asi gue podemos confirmar que g estructura del VR es
attamente relacionada a fa del RR y CR.

Los demas senales tienen el mismo comporiamiento, se presentan mas afinadas con
desplazamienios de hasta 20 cm'' @ i regidn de menor frecuencia, en fodos los casos.

Como en el caso del RR v CR es conveniente recurr al estugio de infiarrojo igjano,
para determingr si el VR muestia una estructura ineal Ru-0O-Ru, que se puede inferir ¢ partir de

la sefal generada entre 215y 260 cm '
4.3.3.3 .- Espectroscopia UV-Vis en disolucién

Nuevamente en la identificacion del VR se ha empleado esta técnica®. El espectro
elechdnico en disolucion del VR se encuentra en la Figura 48

Lo deferminacién det espechio se realizd preparando una solucion acuocsa del VR a
25°C. La identificacion de este compuesto se llevd a cabo por comparacion del espectro
asentado en la iiteratura con ef optenido por nosotros.
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El espectro de lq literagtura se puede consultar en el apanado de antecedentes de este
frabajo de tesis, ESQUEMA 1,18,

Despues de la purificacién por cromatografic de intercambio Gnico es posible
defectar que el maximo a 734 nm, muesha mayor valor de absorbancio y por fanto un
coeficiente de extincién mayor, de donde para el VR purificado es de 382.79 M'cm™ . Este es
87 veces mds peguefo sl se compara con el coeficiente de extincién molar del CR y cast 48

veces mas pequeno que el coeficiente del RR.
4,3.3.4.- Andlisis termogravimétrico

La cunva termogravimética del VR se encuentra en ja Figura 49. Esta se realizd bajo
atmoésfera de N,y @ una velocidad de calertamiento de 50°C/min. En la TABLA 4.32 se retinen
los porcentajes de pérdida de masa mdés significativos ast como las femperaturas en que
@ésfos ocuren. Lo descomposicion del VR se inicia aproximadamente a jos 250°C,
comprendiendo el intervalo de femperatura de 250-280°C

TABLA 4.32. Descomposicion ¥émnica del VR

S VANA 740 AN
AT ANYA
N HH MH3 Moy NHG NG hg
Compuesto- % de masa perdida acumulada
inicial Especie o 5 Temperatura {°C)
B perdida calculado | expetimentcl
VR 7H,0 12.81 12.81 25-102
S5NH, 22 48 22.17 102.239.15
6NH,CIN,, 57.38 57.19 239.15-296.81
B HCI .
Compuesto | Especies % % Temperaturct (°C)
final residudles | calculado | experimental
residuc Ru 42 .49 42 .81 296 81-350
RUQ,
N RU(NH,)HCI

Comenzamos el andlisis del termograma considerando que las perdidas de masa
hasta 102°C comresponden A la pérdida de 7 moleculas de agua. £l comporfamiento del VR
es muy similar ol comportamiento térmico del RR, por lo que el andlisis de la reactividad
térmica es similar Regresondo al fermogiama, la perdida de masa al calenfar hasta
239 18°C, se afibuye a la pérdida de 5 moléculas de amoniaco y sustitucion de éstos por los
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cloruros Inicialmente como confraiones ks en este punto donde se genera o ruptura del
tinuclear, para dar origen of &xido de rutenio(V). Como en el caso del RR, o perdida de
moléculas de amoniaco se produce simulidneamente a la coordinacién de los cloruros,
reactividad fundamentada en el apartado del andlisis fermogravimétrico del .R‘R= La peérdida
de masa generada al calentar la muesira hasta 296 81°C supone [a formacion de rutenio
metdlico, éxido de nitenio(iV) y un halogenuro de rutenio.

El VR es € complejo andlogo al RR mds estable férmicamente, pues su
descomposicion se detecta en el infervalo de 239.15-296,81°C, mientias que el del CR es de
85-322 81 °Cypara el RR es de 173 59-231 24°C

Estudios para la comprobacion de esta propuesta, son obligados, sin embargo, los
andlisis hasta ahora muestran que aun cuando la reactividad de los complejos frinucleares es
en muchos senfidos Inusual, muesta fambién algunas semejanzas con los mononucleares,

La similar reactividad térmica del VR, RR y CR puede interpretarse considerando una
estructura quimica similar. La evidencia mostrada refleja la naturaleza tinuciear del VR,
semejante al RR, hasta ahora no plenamente demostada  El comportamiento témnico
reflejado en los fermogramas al ser similar es consistente sélo si se cuenfa con compuestos
puros, pues las mezcias presentarian un comportamiento diferente y mas complejo.

4 4. Nuevas evidencias en torno a la caracterizacién del cloruro hexafluorofosfato
de di-u-oxo-bis(ammintrisfenantrolinarutenio{lil)diamminbisfenantrolinanstenio(lV),

RRPhen2

Comeo se menciond antes, la sinfesis y caracterizaciéon de este compuesto se realizé y
discutio en un trabaojo de fesis previo'® Debido al interés que su actividad bicldégica ha
causado ol mostrar una de las actividades Inhibitorias mdés podetosas en el proceso
fotosinfético es que se desarolid este nuevo trabgjo de fesis poara completar su
caracterizacion y establecer la relacion estructura-actividad biologica.

En el estudio previo propusimos gue la férmula estructural de RRPhen?2 es:

O \”‘/pﬂaN\\N/ Hat\e/ %}j Cla(PFe)3

O 4 \INHa /L\\‘N

d PP
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I cual es consistente con ia evidencia guimica generada de las siguientes tecnicas:

1} Andilisis elernental,

2} RMN M, PC, Fy P

3) Especthoscopia UV-vis

4) Medidas de conductividad eléctica y
5) Espectioscopia de infrarojo

El peso formula de RRPheNn2, CogNogH7sRUsO.ClaPsF1 ., €5 de 2,386.16 g/mol

Lo estructura piopuesta considera un aumento en el numero de coordinacion, que
explicamos es promovido por la fenanfrolina, gracias a su poder coordinante, permitlendo asi
estabilizar affos nlmeros de coordinacion. También se buscéd en la fiferafura evidencia de
compuestos octacoordinados de rutenio, enconfrando gue existen muy pocos casos para
rutenio Ml y fy'18172 172 374 ‘bor g contranio, no existe ningun registro de nimero de coordinacion
8 en Ru(lf}. Una de las evidencias en este senfido fue ia observacion de que al cabo de dias,
ias soluciones acuosas de RRPhen2 se descomponen, y del andlisis mediante UV-vis se
comprobé la formacion del frisquelaio de ruteniofil), frisphenRu

Para descartar la posibilidad de mezclas en RRphen2 se hicleron estudios empleando
técnicas como la espectioscopia de UV-vis, IR, RMN 'H y conductancia molar, los cuales
refliejaron  comportamismos complefamente diferentes  fante para  los  complejos
mononuclieares disustituidos, bisbipyRu y bisphenRu, como para frisphenku y RRPhen2 En o
Figura 80, se presentan los espectros de RRPhen2 obtenidos del estudio de este compuesto
con las fecnicas antes descritas. Un andlisis defailado se encuentia en la cita 125.

Una objecion importante que surge fras la propuesta de incremento en el nimero de
coordinacién, es que estos compuestos No se estabilicen por efectos estéricos entre las
moléculas de fenanfroling coordinadas af metal Lo exisfencia de compuestos de rutenio
disustituiclos en conformacion frans permite dar cierta apertura @ ia propuesta' (ESQUEMA
4 7) Esta documentado que el rutenio v las moléculas. de fenanfioling permiten el aneglo
frans de dos molécuias de ligante, gue hasta hace 10 ofios se consideraba imposible de
forrmar, mediante una maodificacion sutil de su areglo espacial Este areglo frans se refleja en
un espectro de resonancia que es identico of especho de la fenantolina no coordinada y
difiere solamente en los desplozamientos de las sefiales, los cuaies son peguencs de
aproximadamente 0.3-0.1 ppm  Ademds la existencia de complejos como el [Ca(l,10-
fenantrofinal,?* v el [Mg(1,10 fenanfroling],**, tetraccordinados, en donde no es considerable
el efecto estérico generado por la cercania de {as uatro esiructuras aromdéticas dado gue

it < e
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los compuestos son estables, permite cimentar nuestia propuesta. El especfro de RMN 'H de
estos compuestos muestra el mismo palrdn de bandas que la 1,10-fenantioling v estas se
presentan casi las mismas frecuenclas!™.

Por oo lado, el andlisis elemental de RRPhen2 no permife proponer que se tata de
una especie disustituida frans, o cual es confimado por ofras tecnicas de las cuales

nablaremos mds adelanta.

ESQUEMA 4.7 Diagromas de la estuctura cristalina del complejo frans{Ru(]1. 10-fenanttolinag),
(pirdina),]** medignte diffaccién de rayos-X Inorg. Chern, 1983, 22 12 1761-1765

Con la finglidad de aportar mds evidencia para completar o caracterlzacion de
RRPhen2 decidimos valemos de algungs técnicas como son el infranojo lejano, o
espectrometia de masas, el andiisis fermogravimeético vy la detenminacion de pesos
moleculares mediante cromatografia de pemeacion en gel, de las que a confinuacion se

exponen los resulfados:
4 4.1.- Purificacién mediante cromatografia de intercambio iénico

Dado que las muestras comerciales de RR contienen impurezas, era 16gico pensar gue
al emplear este material, como matera prima par o obtencién del RRPhen2, podria
contener iales Impurezas, por lo cudal decidimos sometero a puificacidon mediante
cromatografia de Intercambio idnico De esta manera descartamos la posibilidad de que al
reclizar los esiudios bioldgicos la actividad se asignara incomectomente a RRPhen2 vy
mejoramos las condiciones gue de aiguna manera pudieran estar afectando 108 procesos de
chstalizacién gue dificultan la oblenclon de una estructura crisiaiing.
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De o separacion y pulfficacion cromatogrdfica de RRPhen2 se obtuvieron tres
fracciones disfinguibles por el color de las soluciones Primero se detecté una fraccion
amailla, lo cual se analizé espechofotornéhicamente y de idenfificé como clomwro de
hexaamminrutenio{ill} La segunda fraccidn fue rosa intenso, por o cual se asignd al andlogo y
finaimente la tercera fraccion, de color vicleta se identificd como VR, que posee un maximo
a 745 nm. Los espectios de UV-Vis (fécnica empleada para el seguimiento del proceso de
purificacion), de las tres fracciones se incluyen en la Figura 81 Fingimente en la misma figura
se presenta el espectro de RRPhen?2 sin purficar.

Asl RRPhen2 contiene menos impurezas de las encontfradas en ef RR.

La disolucion con RRPhen2 puro se sometid a lioflizado con la findlidad de evitar su
descomposicion  Posterlormente  una  fraccion  det solido  liofiizado se empled  para
intercambiar el formiato por cloruros mediante cromatografia de intercamibio anidnico. La
disolucion final, se ufillzé en un ejerciclo de crstalizacion del cual fue posible obtener
pequenos cristales de color 10jizo, que pof su pequeno tamano no fue posible resolverlos por

rayos-X.
4.4.2.- Determinacion del peso molecular

Debido a que este compuesto no cristalizé convenientemente se traté de de’rermunar
ol peso molecukar. Para esto se recurmd a dos t8cnicas: la cromatografia de permeacuéne?\
gely la espechometria de masas, : o o

A confinuacién se resumen los resufiados obtenidos del empleo de ambas tecnicas en
lo determinacion del peso molecular de RRPhen2:

4.4.2.1.- Cromatografia de permeacién en gel'’®

En esta fécnica se prepara una solucion del compuesto a estudiar en el disolvente que
constifuye la fase moévil de esta cromatografia y se inyecia en el cromatégrafo, el cual cuenta
con una columna polimérica que separa las moléculas en funcién del peso molecular o el
famano.

Lo fase mdévil empleada fue dimetilformamida, debido a gue los estudios de
establidad mostraron gue RRPhen?2 permanece sin cambios en disolucion por maés de 24
horas. De hecho, se detecta descomposicidn de RRPhen2 hosta pasadas 28 heras. Este
flempo es importante yo que la slucion de la mueshd puedelllevarse a cabo inciuso en un
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perodo de 5 horas, y de esta forma aseguramos la estabilidad del compuesto Ademds, la
sclubiidad en DMF {dimstifformamida) fue conveniente para &t estudio.

La curnva de callbracion se construyd con esténdares de peso molecular desde 500
hasta 2.7x10° g/mol, cuyo grafico se localiza en la Figura 82, de la cual se considerd un ajuste
logarftmico. Es conveniente notar que a pesos moleculares menores a mil, el modelo tiene
una dispersion mayor

Una vez estabifizado y calibrado el sistema se procedio a la inyeccion de las muestras
El peso molecular de RRPhen2 obtenido mediante ésta fecnica fue de 4,456 g/mol. El peso
molecular calculado o partir de la férmula propuesta es de 2,386 16 g/mol, que esté
comprendido dentro del infervalo de la curva de callbracion A pesar de esto, el resultado es
completamente diferente

E! cromatograma de peimeacion en gel de RRPhen2 se muesha a continuacion:

e i A o

24 .48

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

28 88
BHR o

ESQUEMA 4.8. Cromatograma de pemmeaqcicon en gel de RRPhen2
Para estimar ia confiabllidad de esta determinacién, a la par se corieron mueshas

como tisphenRu, bisphenRu v bisbipyRu que dieron pesos moleculares de 4,071, 3,931 y
3,389 respectvamente, gue obviomente no comesponden a su férmula minima,
comprobada mediante diversas fecnicas expuestas anteriormente.

De esta manera detectamos que el peso molecular obtenido mediante esia iécnica
no fue comecto y el eror se atibuye a que la columna polimélica empleada para fa
separacion no pemite la resolucion fina de Ika muesha y genera dafos endneos en
compuestos con pesos moleculares menores a 5,000, aun cuando los estandares mostiaron
buenos resultados. Es necesanio repetir este expermenio pero empleando una columna de
mejor resolucion para muestias de pesos moleculares menores a 5,000 g/mol.
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4.4.2 .2 - Espectrometria de masas

En vista de los resuttados obtfenidos con la anterior técnica decidimos emplear la
espectrometia de masa'’Y 17 q fin de determinar el pesc molecular de RRPhen?

Dado que los procedimientos de ionizacion habitualmente empleados en esia fecnica
no son aplicables a muestras no voldtiles © tféermicamente Inestables, como es ef caso de
RRPhen2, se prefiid el uso de métodos de lonizacion por desorcion, especificamente el
bombardeo por dtomos épidos'”® 177 180 FAB*, La matiz empleada fue alcohol 3-
nittobencilico. Los espectros de masas de RRPhen?2 se concentran en las Figuras 83 y 54

Los fragmentos més importantes de RRPhen2 obtenidos por esta fecnica se resumen
en Ia TABLA 4.33, en donde se listan los valores de Ia relacidn masa/e comespondientes @ los
calculados para los isétopos mas estables.

_TABLA 4.33. Friagmentos caracteristicos imporigntes de RRPhen2 por masas, FAB"

_ Compuesto . Fragmento m/e
[RUSOL(C M N Js{NH; }(PFS), CIIT 1 2171
JRULOL(CoHaNo Jo(NH, ) (PF6) CLTT 2061
CQD ..... [RUSOL{C1oHsN,)s(NH, ) ICl _ 1954
Qe [RU305(C 1 HeNolaNH e 1845
/\“’ \”3“‘* 5 Clorals | [RUsGH(CroHsNaJa{NHa)s] " 1828
e \ o | RGO, (CoHeNoJ(NH LT 811 |
| IRUOLC i HNJe(NHa) T 1794 ]
—[RU;OCy He N Js{NH, ol 1484 -
RRPhen?2 [RUO,(C1oHeNo)s(NH; o] 1170
[RU(C;HeN, . - 643 -
[RUOH(C12HNL(NH Lo —— 527
[CgHaNol™ .. 181

De los resultados anteriores o primero que podemos conclulr es que no se obseva el
jon molecular para el peso formula propuesto, Sin embargoe, es posible detectar el pico a
2,171 g/mol, el cual puede inferpretarse como el peso férmuia det sigulente cation:

[RUC{Cr2HaNo)o{NH, PO}, CIIF

en el cual algunos de los anjiones se han liberado. Esia peérdida, sobre fodo en el caso del
cloro, se explica en funcién de la formacion de una molécula de cloro gas'®' 12,

Ademds es posible detectar una sefal que comprende ol esgueleto metdlico
finuclear, ias 8 moléculas de fenantroling v las cuatro moléculas de amoniaco, que cuenta
con una relacion m/e==1845, el cual si concuerda con al peso molecular propueasto
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De este andiisis también fue posible detectar las pérdidas consecutfivas de grupos
amino de la estructura metdlica, o partir de sefiales cuyas relaciones my/e presentaron una
disminucién de 17 unidades, 0 una multiplicidod de 17 unidades.

Este andlisis podria completarse convenientemente, por egjemplo, medificando la

energia de los dlomos acelerados y analizando el comportamiento isotopico de la muestra

Ast a partit de la informacikon obtenida en el espectio de masas de RRPhen2, es
posible proponer un paldn de fragmentacion que es compatible con la eshuciuia
octacoordinada de!l rulenio on ol complelo, puvs s mondmeros formados flenen pesos
moieculares compatibles con aigunas de las sefiales Por ejemplo, se puede detectar la
formaicién del catién [RU(C,,HNL),]™, del cual podria considerarse que es formado al destruirse
el complejo finuclear, ya que este es el fragmento que se genera a partir de cuaiquiera de
los metaies en 1os extremos del complejo RRPhen2.

Tambien se detecia en el especho la sefal del figante lbre y el paldn de
fragmentacion caracteristico de 1o compuestos aromaticos, o formacion del catién fenilo
con relaclén m/e= 77 y el fragmenio tipico generado ai perder el anilio de sels miembros
aromaéfico acetileno (m/e=51}

4.4.3.- Espectroscopia de inframnojo lejano

Debido a la utilidad encontrada en el infranojo fejanc parg demaostrar la presencia del
enlace RU-O-RU lineal es que se empled esia técnica para aportar nueva evidencia en la
caracterizacion de RRPhen2 El especho de inframnojo lejano de RRPhen? se reporta junto ol
especto de RR puro en la Figura 55, En el caso de RRPhen2 es posible detectar i presencia
de esta banda atibuida a la vibracion simeética del enlace Ru-O-Ru aproxirhcdqmente en
240 cm™, mientras que en el RR se encuentra a una frecuencia de 250 cm’', Ademds de este
desplazamiento, es posible detectar que Ia sefal es mas fing, lo gue puede reflejar un
aumento de Ia simetifa en ko estructura del complejo con fenantrolina en comparaciéon con
el RR

De esia evidencia podemos enfonces asegurar que RRPhen2 posee la banda
caractersfica de ia vibracion simétrica v Ru-O-Ru.
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4.4.4.-Andlisis termograviméirico

La cunva fermogravimetica se presenta en la Figura 56 Esta se realizé bajo las
siguientes condiclones. atmmadsfera de N, y una velocidad de calentamiento de 50°C/rmin En
la TABLA 4.34 se rednen [os porcentaies de perdidas de masa mas significatives asl como las
temperaturgs en que éstas ocuren, La descomposicion de RRPhen? procede en el infervalo
de tfemperatura que va de 161.72-223.89°C, v se puede observar una pequena pérdida de
masa del 2% cuando se calienta la muestra hasta 150 °C. Comparando con {os resultados
obtenidos para el RR (173 59-231 24°C, descomposicion) podemos concluir que el RR es mas
estable Ermicamente hatlando.

TAB{FQL 4.34. Parcentdies de descompasicion con respecio a lo fermperatura para RRPhen2

<OQO> <OQO> <OQO>
\“'/ “3’*‘_.\\“'/ .,f*ﬁ)"f\ /. / Cla(PFe)3
N/ / NH3 / \ NHa
Gpapd”
Compuesto % de masa perdida acumuoda
inici T ratura (°C
inicial Especie perdida % % emperatura (°C)
. calculado | experimential
RRPhen2 4NH; 288 286 25-161 72
8 fenarfrolinas, 63.30 -
L 2F, 6648 |  67.42 161.72-223,89
| Compuesto Especies % | % Temperatura (°C)
finai residuaies calculado | experimental
residuo RUQ, 3329 32 58 223.89-300
RUCl,
RU[PF4),
(PFa)

Como en el caso de RR, VR v CR, en donde la peérdida inicial es de agua de
hidratacion y amoniacos v dado que o fémula propuesia de RRPhen2 no confiens
moléculas de agua, proponemos que son los grupos amino los que se plerden como
amoniaco. El andilisis de la esfructura tinuclear nos hace pensar que el sigulente pase es la
descomposicion del complejo para dar orgen a RuQ, y los complejos mononucieares con
fenantiolina coordinada o los Gtomos de ruteniofll) y simultdneamente ia coordinacidn de 1os
contrgiones. Este andiisis hublera resulfado mas complicado sin el estudio previo de
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mononucleares y finucieares El andlisis de ia pérdida de la muestra del 2 86% detectada a
los 161 72°C, implica la pérdida de 68 2 g/mol que cortesponde a la pérdida de 4 grupos
amino, que concuerda con 10s grupoes amino presentes en la fdrmula propuesta Finaimente
se da una pérdida del 67 42% que puede explicarse como la eliminacion de 8 fenantolinas
y dos moléculas de fluor de donde como residucs permanece el RuQ,, y sales de rutenio con
cloruros y hexafluosofosfato, el cual es paicialmente destruido, al liberarse el fltor

Es necesario comoborar estas aseveraciones o parfir de mas estudios Sin embargo,
safta a la vista que la reactividad de estos complejos fiinucleares mueshra algunas semejanzas
Con 10s complejos mononucieqies,

Esta evidencia expermental del comportamiento térmico de RRPhen2 reafima la
piopuesta composicidn de RRPhen2 estabiecida originalmente, ia cual involucra dgtormos de
ratenio con niimero de coordinacion de 8, debido a o coordinacion de 8 moléculas de
fenanfrolina y cuairo grupos amino.

Como antes mencionamos, e interés de afinar y aportcr mds svidencia sobre la
caracterizacion y reactividad quimica de RRPhen? se debe g gue en fos estudios bicldgicos
en plantas se determind que este compuesto es unc de los inhibidores del proceso
fotosintético mds poderoso, actividad que no se ha podido encontrar en olos compuestos
relacionados como es RR, CR, VR, la fenantrolina o cualquier mononuciear de rufenio

A confinuacion describimos los resulfadoes obtenidos del estudio de la actividad del RR

y compuestos andlogos en la fotosintesis.,
4.5.-Actividades folosintéticas en presencia de andiogos al RR

En este apartado se abordan [os resulfados obtenidos del estudiio del poder inhibidor
del RR y compuestos andlogos, particularmente el efecto inhibidor de RRPhen2.

El estudio de la aciividad biologica de esfos compuestos se levd a cabo en
cloropiastos de hojas de espinacas, 10s cuales fueron previomenie estandarizados para una
concentracion de clorofila de 20 pg/iml.

Debido a que varos procesos biologicos se llevan a cabo en los cloroplastos fue
neceasario redlizar experimentos simuitdneocs gue dieran informacion de la influencic del RR v
andlogos en el proceso fotosintetico general

De esta forma se redlizaron estudios de la influencla del RR y andlogos en fa sintesis de
ATP en cloropiastos, del efecto de estos complejos en el fiansporte de elechones, en
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condiciones de fransporte basal, fosforilante y desacoplade v finaimente se afind el estudio
mediante el andlisis de reacciones parciales del folosisterna 1y Il Las actividadss realizadas
se concenfran en e ESQUEMA 4 9.

AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS
DE HOJAS DE ESPINACA [Spinacea cleraced)

r CUANTIFICACION DE CLOROFILA ]
TRANSPORTE ELECTRONICO
; BASAL
SINTESIS DE ATP FOSEORILANTE
DESACOPLADC
- ~
FOTOSISTEMA | =
REACCIONES PARCIALES: ?g
DCPIP-Clt b&/1-PC-P700-MY = =
L]
N J {52
e =3
4 FOTOSISTEMA I \ &3 =
REACCIONES PARCIALES: = =g
H,0-QB-PQ-DCPIP
DCP-DCPIP =
H,O-MV i By
\ __HOSiMo J T

ESQUEMA 4.9 Resumen de las aclividades experimentadles empleadas en el estudio de o
cetividad inhibidora del proceso fotosintético e

L

Se probd foda la gama de compuestos relacionados de diguna manerca al RR, cf‘eséia

marterias primas, productos oblenidos tanto a partir de reacciones redox como a partir de -

reaccionss de sustifucién de ligante, productos de descomposicion, ligantes fiores, .

compuestos empleados como contrigiones e Impurezas presentes en muesiras comerciales.
Ademds se realizaron prusbas de establidad de las especies en estudio en [os medios -
acuosos en los cuales se llevaron a cabo las pruebas en la fotosintesls.

£l ESQUEMA 4.10 contiene las formulas eshucturales de 10s compuestos probados.

En este trabagjo se mostarG grdficamente ios resulfados exclusivamente de aquslias

especies que presentaron fuerte actividad inhibitoria del proceso fotosintético.
Las pruebas de establiidad, se llevaron a cabo mediante espectioscopia elechdnica

en fodos los medios de fansporte empleados para las diferentes determinaciones
bioquirmicas. De esfos experimentos comprobamos que ia mayoria de las especies son

estables por io menos en el lempo en el que se redliza la prugba bioldgicy.
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Las excepclones son: el CR, que en la mayoria de los medios de transporte empleados
en las pruebas bioguimicas y atn en medlo de tanspoite de elechones con pH=56.5,
presenta procesos de conversion al RR, por lo cual al probar Ia actividad del CR, en redlidad
se regisha lo actividad del RR; tambien detectamos que el SiMo actia come agente
precipitante del RR en las condiciones de frabgje (medio de tanspore de elechones

compuesto por sorbitol 100mM, KCI 10 mM, MgCl, 5mM, KCN 0 5 mM vy buffer de ticina 30
mi ajustado a un pH=8}.

g+

YA
NH3 NHa NHs NI"I3 H3  NH3 NH3 NH3 NH3 NH H3 NH3
\n/ \Ell \“‘/ \w/ ) I\?V/
HaN-r~fy - 0'"" —0— “““ HEN =R === Q= Ry e R e NHG
/N SN/ \ / N\ /N /N
NH3 NH3  NH3 NH3 NH3 NH3 NH3  NH3  NH3 NH3 NHZ  NH3
ROJO DE RUTENIO [RR) CAFE DE RUENIO =R)
6+ — gy
NM3 NH3  NH3 NHa  H3 NHg
\wv/ v/ S
Hahbeomr - Qe Ru-=Cim= RU ~—~NH3
/ \ /N /N
_ NH3 NH3  NH3 Mi3  NH3 NHs
VIOLETA DE RUTENIO (VR)
~ o o 12
Y =~
=== Ry - CH Ny |
= / N\ | “N
cf-‘g I R o =
g = 1, 10-fenantroling acuapentacioronutenatofilf) 2.2 bipiticing
&> L
=
b . NHAPFg&
= TonHs o s |3+ TN 7 3+
E < N\m/\] \3",/ o hexafluorofosfato de amonio
pod Cl—- Ay ~—=NH3 HaN = Ru —NH3
]
Eﬁ . NH3  NH3 . NH3 MMz RuCl3
cloropsentaaminnuteniofll) hexaamminmuteniofi) clomro de ruteniofill)
- — D e s o4

L. bisphenRu ¢ bisbipyRy <

TsphenRu

ESQUEMA 4 10 Fomm. los estucturdles de fos comp.estos probados
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En o Figura 57 se presentq el estudio de estabilidad del RR en medio de ransportfe de
elechones con tricina  como buffer y como se aprecia en el gréfico, al cabo de 8 minutos de

moniforeo, 10s cambios en el espectro son casi imperceplibles, pues conesponde a la
descomposicion del 0.056% de la muestra, El tiempo de seguimiento en las pruebas de
estabilidad se establecié en funcion del fiempo que toma hacer la mayoria de las prusbas
bloquimicas, que es de 4 minufos. Con respecto a la estabilidad de los demds compuestos
probados en este medio se enconftd gue son estables en dicho Iintetvalo de flempo, a
excepcién del CR como ya se menciond

En el case del medio de fransporte de electrones con buffer de fricina y SIMo, ajustado
a pH=8, se detectan variaciones atribuidas a la precipitacion del RR por este compuesto
(Figura 58) Durante los primeros 8 minutos la reduccion de la concentracion de RR en
solucion es det 9.3%, considerando los resulfados de absorbancia de la banda en 585 nm.
También es importante mencionar que en presencia de SiMo la banda caracteristica def RR
en 532 nm se desplaza a mayor longhud de onda.

4.5.1 Sintesis de ATP

los expermentos conducentes @ defectar aigin efecto inhibitoriol .en la
fotofosforiiacion, mostiaron que solamente el RR, el VR, Ia fenantroling, NHPF, v RRPﬁen_Z_MIq
presentan, "
Antes de presentar os resultados es conveniente mencionar Ia importancia due_ﬂéﬁg
frabgjar con sustancias de probada pureza, con o finalidad de eviiar inTerpreTaéidﬁég
inconectas. De los arliculos publicados a la fecha sobre la aclividad bioldgica del RR e'nj"'
vegetales ninguno menciona medidas conducentes o probar la pureze del Coh'i.pl'JesTo.
Como parte de este trabajo de investigacion se determind o inhibicion de la actividad
(sintesis de ATP) tanfo del RR comercial como del RR purificado. Los resultados mueshan que el
RR puro es mds efectivo inhibldor {4 veces mas activo} gue el comercial, como es posible
constatare a partir de los valores I, de ambos grados de pureza de los compuestos.
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Figura 59, Efecto int bidor sobwe la sintesis de AIP del RR comercial v putificado. Medio de

fransporte de electones: soroital 100mM, KCI 10 mM, MgCL, 5 mM, KCN 0.5 mM vy buffer de

ficina TmM djustado a pH=8 y MV 50 uM

De este expermenio podemos sugerir que las impurezas presentes normalmente en
las muestras comerciales del RR no tienen actividad inhibiforia. También es importante
recalcar que los registros del efecto inhibidor de sintesis de AIP y de las ofras actividades
fotosintéticas de la agui en adelante se obfiene a parfir de muestia purificadas

En el siguiente grafico se muestia la respuesta obtenida del esiudio del efecto inhibidor
de la sintesls dg ATP, de RRPhen2, RRy 1,10-fenanfrolina , los mds sobresalientss por el poder

inhbidor: .

o

H,O-MV
Fome
TTm— I.,=20 40
z Rt 50
= T
~
=5 s .
=1 2 e
72! @ =139
T/ , = & RPher2
E g % ®
:“_"_% : - Fenantioling
<} ]
g \__\
! [ lo=0.2791
TR —
¢ PR WU TSR SR TRUUPURN W ST W S
0 2 4 6 a 14 12 14 16
inhitidor uhi

Figura 60 Efecto inhibider Jdet RR, 1,10-fenaniroling y RRPhen2 sobre ia sinfesis de AP Medio de
fransporte de electones: eobitcl 100mM, KC! 10 miM. i1gCh 5 mM, KCN 05 mM vy buffer de
ficing 1mM gjustado a pH==8 y MV 50 uM
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Asi, podemos observar gue la sinfesis de ATP es inhibida por RRPhen2, RR y fenantorling
de manera dependiente de la concentiacion, De este grdfico resatta el I, de RRPhen2,
aproximadamente 50 veces mds pequeiio que el |y, del RR 0 73 veces mds pequefio que &l
del ligante libre, por tanfo la naturaleza quimica de los fres compuestos necesariagmente
debe ser diferente paia genérar esta respuesta, siendo RRPhen2 ol més potente inhibidor

Se encontd gue et NH,PF, (hexafluorofosfato de amonieo) inhibe & sinfesis de ATP en un
grado menor , como se puede observar en el grafico sigi:'iieme (Figura 61}

100 ‘ﬁm_“_H___‘
s T
i -~._‘.. ___________________ _L.

75 =
.
X ~-@—NH,PF6
87 5. -~@—Fenantrolina
% \
= i
= & -

- .

e
0 e ks Sl T - T e e e

0 S0 100 150 200 250 300

CONCENTRACION uM
Figurg 61, Efecto inhibidor en la sivtesis de ATP de agua a metivicldgeno. Medio de fransporte de
elechones: sorbitol 100mM, KCI 10 mM, MgCl, 5 mM, KCN 0.5 mM vy buffer de ¥icina 1rmM
cjustado a pH=8 y MV 50 piM
FI VR Inhibe la sintesis de ATP de maneta similar al NH.PF, (dato no ilustrado).
De estos resuliados podemos sugerir gue la estructura del RRPhen? es ia responsable

en la inhibicion y no sus componentes estructurales por separado.
4.5.2.- Transporte de electrones

El fanspore electdnico se midié en condiciones basal, fosforiiante y desacoplado. Se
emplecion diferentes aceptores y donadores sintéficos para segmeniar e estudio de feda la
cadend de tansporte elechonico en el cloroplasto v de esta forma determinar €l sifio y
mecanismd de accldn del RR v compuestos analogos.

En los Figuras 62, 63 y 64, se muesiia los resulfados del esiudio de inhibicién det
fransporfe elechionico en sus fres modalidades por el RR, ia fenantrolina y RRPhen2, los cudies
inhiben el fransporte elechénico basal, fosforiante y aésccoplcdo Estos resulfados indican

119



EEIRESULTADOS Y DISCUSION

que tales compuestos actiaon como inhibidores de la cadena redox en cloroplasto o
inhibidores de la reaccion de Hill.

Transporte de siectiones

RRPhen? [pM]

Figura 62. Efecio de RRPhen? en el fansporfe de elecirones de las reacciones luminosas de la
fotositesis en fiacoides Medio de Tansporie de electrones (MIE): sorbitol 100mM, KCI 10 mM,
MgCl, 5 mM, KCN 05 mM y buffer de ticina TrmM gjustado a pH=8 y MV 50 pM. Te" fosforiante:
MTE y ADP 1raM y KH,PO, 3 mM. Te-desacopiado: MIE y NH,Cl 6o Te-basal: MIE

% To- Desacoplado, =@~ Te- Fosfortante. —&— Te- Basal

100 e & 5
:
=
8 g™ 56 ui
L}
8 22 44
g . 9
— .

§ \ - —_—
& - ““-.s
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Figura 63, Efecto de RR en el fransporte de elechones de los reaccionses luminosas de
fotosintesis en filccoides. Medio de fransporte de elechones (MIEL sorbital 100mM, KCI 10 mM,
MgCl, 5 mM, KCN 05 mM y buffer de ficina ImM cjustodo a p=8 y MV 50 uM. T fosforilante:
MIE y ADP 1mM y Ki,PO, 3 mM Te-desacoplado: MIE y NH,CI émM  Te-basal: MIE

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

120



 ESIRESULTADOS Y DISCUSION

Hal
G- "~
@ . I, 50 pM
g ~. “Be.. - -—._‘_f_‘_““ lmﬁﬂ}lM
= e - ———
i DS e
3 0 e 4
@ Ry
B ———
e
% 0 1y, 26 uM
2]
o
RS
20+
—W~Te' desacoplade, —&—Te fogoriare. -~k - T basy),
0 e e e e i e e e e ]
0 ] 10 15 20 25 30

_Fenantioling [ pM]

Figura 64 Bfecto de fenantoling en &l ionsporie de elechones de las reccciones luminosas de la
fotosintesls en filgcoides. Medio de fransporte de electrones (MIE): sorbitol 100mM, KCI 10 miv,

MgCl, 5 miM, KCN 0.5 mM y buffer de Ticing 1mivt gjustado o pH=8 y MV 50 uM. Te' fosforilante:

MTE y ADP TmM v iH,PO, 3 mM Te-desacoplado: MTE v NH,CI6mM . Te basat: MIE '

Dado que RRPhen2 inhibio fanio el fiujo de electrones como ia sinfesis de ATP,

concliuimos que se comporta como un inhibidor de la reaccion de Hill

Con la fincidad de localizar el sifio de inhibicion del RR y compuestos c:hélogos en e}
pioceso de ransporte  elechonico se reglizaion reqeciones parciales (fotosisternas |y I}
empleando donadores y aceptores de elechones arfificiales. Los experimentos mosiraron que
ninguna de las especies probadas fiene efecio en el segmento de la cadena fransportadora
de electrones conocido como fofosistema | (PS §), por lo cual el efecto inhibidor del proceso
fotosintético del RR y compuestos andlogoes se localiza a nivel de fotosistemna Il (Pt .

Para el estudio del fotosisferna { {PS 1) y o Iocqlizacién del sitic de accion se llevaron @
cabo tres experimentos en los cuales se analizaron segmentos de este fotosisterna, a decir;

1} H,0a DCPP

b TESS COy
2) 2) DCPa DCPIP
3) 3JH,0a SIMO FALLA DE ORIGEN

4) 4H,0aDCBQ

A continuacion moskamos los resuftados det esTudio del segmento de agua a DCPIP:
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Figura 65. Actividad inhibitoria de los compuestos en el segmento H,0 a DCPIP

Nuevamenie en los graficos de los Figuras 65 y 66 (A y B) destaca el mc:ybr poder
inhibidor en el fotosistena |l del RRPhen2, en comparacion con el ligante fibre v el RR.
Tamblén se inciuyen algunos compuestos que podrian generarse de la descomposicion de
RR y &l VR que mosfraron efecto inhibidor. En esfe senfido una comparacién inferesante de
actividades es la regishada por el VR y el RR, de los cuales el RR presenta mayor actividad
inhibidora del fotosistema it La principql diferencia entre ambos c;ompuestos es la carga,
pues miehtrc:s que VR fiene una carga 8+, ol RR fiene una carga dé 6+. Aqui tal parece que
io carga tiene un efecto adverso én ka inhibicién del fransporte elecirénico. Ef hecho de que
RRPhen?2 poéea ung mayor aclividad que el RR podria estar relacionado ¢on su polaridad
influyendo en efectos hidiofébicos e hidrofiicos  del ambiente predominante en estos
sisternas bioldgicos. " |

_ Posteriormente se procedid al estudio del _efecto Inhibidor dé tos_ cdmpuesros en ¢l
tamo redox de la cadena del fotosisterna i, de DCP a D.CPIP, con la findlidad de determinar
si el efecto del RR y andilogos se ejerce entre el complejo enzimdtico de fololisis del agua dei
PS 1l o antes del complejo cifocromo by/f. |

" De los resuttados fostrados en la Figura 66 (Ay B) concluimos que I actividad del RR
y andiogos se limitar al segmento del PS il de P&80 hasia antes de cit b,

" 7ES6 00N
| ALLA DE ORIGEN e
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Finaimente se estudio el efecto inhibidor del RR y RRPhen2 en el fransporte elechdnico
de H,0 a DCBQ {Figuwa 67}, en el cuadl es evidenie lg inhibicidn dependiente de Ia
concenfracion de compuesto. Este experimenio limita et estudio del fransporte electrdonico de

P6B0 a Q,,
100 4T ——
_ RRPhen?2
.
80 A ~—8--HO to DCPP. --8--HO to DCBG
‘o, %
Q &0 hS . 3
S - = E
= . SO
Q co
A . Fﬂ
2 - 22 0
~. =t
“.\ m
20+ .. " E ﬁ
— =
. T e B N =
[ ' Y T i 7 T T T i Ty T
900 3 3 4 3 a7 & & n 112 13 4, 0B
Conceniracion (um} -+ 7r ’.

Figura 67 Actividad fofosintenicd de K

e en fotoslsterna il

T

123



ZEIRESULTADOS Y DISCUSION

Asl podemos conclulr que el RR y andlogos a éste poseen stio diana de inhibicién en
ol ramo que va de la cadena de P680 a Q,, ya gue Inhibe el PS Il y la reaccidn parcial de
P&680 a &, en aproximadarmente el mismo porcentdje v no se ve afectado el folosisterna |

4.5,3.- Coeficientes de particion

De los resuliadios anteriores se pudo mostrar que ia carga fiene un efecto adverso en la
inhibicion del franspore de electrones, por o cual procedimos a determinar los coeficientes
de particion de RRPhen2, fenantroling, RR y VR y de esta forma determinar si existe alguna
influencia en este sentido A confinuacion se muestan los resuffados obtenidos de esta

determinacion:

TABLA 4.35 Coeficientes de particion de los princlpaies compuestos con actividad inhibitoria de PS I
Compuesto |Log P |15, PS I
Fenanfroling | 2.29 29.97
RRPhen2 -0.32 2.27

RR -1.06  32.2
VR -1 11 No
inhibe

Los compuestos se ordenaron en funcion de una hidrofllio creclente o una hidrofoblo
decreciente en la TABLA 4 35. En ese sentido, la fenantroling es o molécula mas hidrofdbica.
Sin embargo, no es la que presenia el mayor efecto inhibidor del fotosistema H. E! VR cuyo
coeficiente de particién indica que es ia especie mds hidrofiica tampoce muesta el mayor
efecto inhibidor Es ef RRPhen2 quien posee el mayor efecto inhibidor cuenta con un
coeficiente de pariicion intermedio. De esfos resultados podemos concluir gue ia carga
efectivamente tiene un efecto adverse en lo actividad bicldgica. Esio hace suponer que el
sitio de accidn debe tener naturaleza hidrofébica per 1o cual es alcanzado por RRPhen?2, pero
bastanie especifico como para sdlo reconocer o RRPhen2 y no a cualgquier sustancia

-;-:hld{OfObiCO como la fenantfroling.
Se estan readlizando en este momento estudios de luminiscencia para dar mayor

ol |m|en’ro a las propuestas veriidas en cuanto a lo actividad del RR y andlogos v los resultados

pre ' -'anGIES ne confradicen ko antes dicho.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

124



72 CONCLUSIONES

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

El objefivo general de esfe frabajo consistié en sintetizar y caracterizar compuestos

andlogos al 10jo de rutenio y aportar nueva evidencia respecio o o reactividad guimica vy

blolégica de este tipo de compuestos.
Este material consfifuye un fundamento en los estudios sistemdticos de compuestos

andlogos al RR, hasta ahoia poco estudiados. En base o los resuliados obtenidos v a la

discusion de los mismos es posible establecer las siguientes conclusiones:

5.1.- Complejos mononucieares de rutenio

).

La sintesis de'ios complejos bisbipyRu, bisphenRu y tisphenRu fue imprescindibie
para el enfendimiento de la reactividad de los complejos frinucieares de rufenio, ya
que nos pemitié establecer claras diferenclas de ésfos fiente a los Tinucleares,
fanto fislcas como quimicas. Las técnicas de RMN, UV, IR lejano v los
deferminaciones de conductancia moiar, proporcionan evidencias indiscutibles
sobre la naturgleza mononuclear y polinuclear de los compigjos de rutenio.

Con los conocimientos aqdquiddos a portr de este estudio descartamos
completamente gque RRPhen2 tenga natuialeza mononuciear

5.2.- Sintesis alterna de complejos andlogos ai RR a partir de mononucleares

1)

Bajo ilas condiciones de recccion planfeadas no se ve favorecida la sintesis de
compuestos frinucleares andlogos al rojo de rutenio. Los resultados indican que se
trafo de mezclas de productos. Sin embargo, la evidencia obtenida proporciona
bases para el estudio de los finucleares de rutenio.

5.3.- Estudio de ia reactividad de andlogos al RR por procesos redox

1) Bl RR es un complejo de valencia mixta, cuya cristalizacion es un ejercicio

complicado, il como se refleja en la iteratuwa especidlizada. La presencia de
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2)

6)

impuwezas No constituye el principal efecto limitante de este proceso, ya gue de la
purificacién cromatogréfica fue posible la obtencidén de crisiales que debido a su
pequefio tfamafic no pudieron resolverse por rayos-X Es necesario establecer
condiciones en las cuales no se favorezca la oxidacion a CR o la destruccion de
complejo, seleccionar un contgion conveniente y emplear una fécnica de
cristalizacion més efectiva y eficiente

la cromaiografia de inteicambio dnico como técnica de purificacion de
compuestos trinucleares altamente cargados es la mds eficiente hasta ahora
probada  En este proceso de purficacion el liofiizado de ias mueshas es la
herramienta fundamental para reducik al minimo o descomposicion de los
compuestos trinucleares

Este frabgje de tesis fundamenta la caracterizacién y diferenciacién del RR y sus
andlogos por procesos redox {CR y VR) mediante la espectroscoplia de infrarrojo
medio. A la par espectroscopia de IR lejano proporciona evidencia indiscutible de
la naturaleza tinuclear y es una nueva heramienta para Ia identificacion de estas
especles

La sintesis y caracterizacion det CR y VR aporto informacidn sobre la reactividad de
estos sistemas El comportamienio témico de los andlogos al RR es similar al
compornamienio de las especies mononucleares y determinamos gue  Ia
descomposicion de los compuestos tiinuclearss fiene como uno Una de sus etapas
la formacion de complejos mononucleares. Ademds, el VR es la especie mas
estable termicamente de 10s fres andlogos por oxidacién estudiados (RR, CR y VR).
La sinfesis y caracterizacion del VR generd datos valiosos, De este frabajo
conciuimos que el VR es una especie frinuciear similar al RR a partir de los estudios
de IR medio y lejano, TGA y espechioscopia electidnica Los estudios cinéticos de 1a
conversion de VR a RR, en medio amoniacal, son el siguiente paso en esta
caracterizacion.

Los procedimientos de purificacion del CR se ven obsfaculizados por la naturaleza
quimica de este compuesic gue tlende invariablemente a ransformarse al RR en
medios acuosos. El medio dcido impide eficientemente la reaccién de reduccién,
El RR muesha una reactividad preferencial frente a o fenantrofing, bajo las
condiciories de reaccion empleadas para la sinfesis de RRPhen2, aun cuando se
experimentd con ligantes estructuralmente simifares o la fenantrolina, como es la
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bipiridinag, aminas primarias, aminas secundarias e inclusive ligantes tan fueres
como el ion clanuro. Esta reactividad se explica en &minos de la rigidez de lo

fenantrolina y su gran poder coordinante,

5.4.- Nuevas evidencias en el estudio de RRPhen2

1)

2)

3)

4)

Lo inusual actividad inhibitoria de RRPhen2 en el fransporte de electones en el
proceso fotosintético exigia la caracterizaciéon defaliada de este compuesto.

la purificacion mediante cromatografia de intercambio ibnico es eficiente para
este compuesto. Slempre y cuando este acoplada al lioflizado de la muestra.

En la propuesta hecha sobre o composicion de RRPhen2 se considerd un
aumento en el numero de coordinacion, que explicamos es promovido por 1a
fenantrolina, gracias a su poder coordinanfe, permiflendo asi estabilizar attos
numeros de coordinacion

los estudios mediante espectrometia de masas, andlisis fermogravimétrico e
infrarojo  lejono  dan  evidencic que sustenta la  propuesta  inicial  de
octacoordinacion.

El andlisis termograviméfico de RRPhen2 demosttd que este complegjo es
fermicamente mas estable que el CR pero menos que €l RR o el VR, El pafdn de
pérdidas de masa en TGA es compatible con la coordinacion at RR de 8 moléculas
de fenanfroiing v 4 moléculas de amoniaco y sugiere gue RRPhen2 no es una
mezcla de compuesios ya que en este caso, el TGA seria bastante complejo.

La existencia de compuestos mononucieares con dos moléculas de fenaniroling
coordinadas en conformacién frans y compuesios tefracoordinados de
fenantroling y magnesio © calclo manifiesta la capacidad de adaptacion ante
efectos estéricos importantes de este ligante, lo cual da aperfura a nuestia
propuesta de composicion de RRPhen2

5.5.- Estudios bioquimicos

1)

2]

Bl estudio bioguimico desciifo en este trabglo considerd todas las variables
involucradias en i actividad inhibiioria del proceso fotosintéfico

El poder inhiblforio de RRPhen2 sobre Ia fotosintesis es uno de los mds eficientes
hasta ahora conocidos Ni e RR ni 1o fenantroling fiene una actividad inhibitoria en
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3)

8)

la fotosintesis tan pofente como RRPhen2, como tampoce la actividad simultanea
de ambas especies.

Demostramos que la mayoria de los compuestos probados, especialmente
RRPhen2 es estable en el lempo en el gue las pruebas bioldgicas se levan ¢
cabo, por o cual descarfamos gue el efecto inhibidor sea ejercido por algun
producto de descomposicion

La sintesis de ATP es Inhibida de manera dependiente de la concentracion por
RRPhen2, RR vy la fenantkolina. El poder inhibidor, cuaniificado a través de Iy
muestra que RRPhen? es 50 veces mds pofente que el RR y 73 veces mas gue la
fenantroling, por lo que o naturaleza quimica de los fres compuestos
necesaramente debe ser diferente Asl RRPhen2 es uno de los compuestos mas
potentes que inhiben esfe ramo de Ia cadenda redox

RR, 1-10-fenantroling, VR y RRPhen2 inhiben ko sinfesis de ATP y los fransporfes
electidnicos basal, fosforllante y desacoplado, por o cual se dice que son
Inhibidores de la reaccléon de Hill,

El RRPhen2, RR y andiogos a éste fienen un sitio blanco de inhibicion en el tamo de
la cadena fofosintética que va de ia de P80 a Q,, ya que inhibe el ransporie
glechdnico de P480 hasta antes del complejo citocromo by/f y la reaccién parcial
de P680 a Q,.

A mayor cardcter hidrofilico, menor es el efecto biclégico que desencadena un
determinado compuesto. De estos resultados podemos proponer que la carga
fiene un efecto adverso en la actividad bioldgica. Esto hace suponer que &l stiio de
accién debe tensr naturaleza hidrofdbica, de tal forma que la interaccion de éste
y RRPhen2 es favorecida, pero también debe ser bastanie especifico como para
sélo reconocer a RRPhen2 v no a cuadlguier sustancia hidrofdbica como la
fenantroling.

La preciphacion del RR es eficientemente inducida por el siicomolibdato de sodio.
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CAPITULO 6

SUGERENCIAS PARA ACCIONES FUTURAS

En este tabajo de investigacidn hemos dado respuesta a varias de las preguntas
generadas, pero como en toda investigacion, entre mas se avanza mas preguntas surgen.

La inquietud de completar este frabajo nos lleva a proponer digunas acciones
completar el estudio de la reactividad quimica y bioldgica general de los complejos de
valencia mixfa andlogos al RR

A continuacion proponemos las acciones mas importantes cuyo seguimiento puede
dar continuidad a este frabajo de Investigacion:

6.1.- En cuanto al RR, CRy VR

1) Egtudiar o reactvidad del RR, Ry VR franto o la susiitucliOon de ligartss incluyenddo
aminodcidos v bases nitrogenadas

2} Completar los estudios de la estabilidad fermica del RR, CR y VR,

3} Lievar a cabo estudios eleciroquimicos de RR, CRy VR,
Determinar  condiciones y técnicas mds convenientes para o obtencidn de
monociristales para el estudio por diffaccién de rayos-X

4) Estudiar el comportamiento de RR, CR y VR mediante espectrometria de masas.

6.2.- En cuanto a los andlogos por sustitucion de ligante

En cuanto ol estudio de los andlogos por sustitucion de liganfe algunas actividades

sugeridas son:;

1) Repefr lo deferminocidn del peso molecular medionte cromatografic de
pemeacion en gel empleando una columna de separacion adecuada para e}
peso molecular que se propone entre 3000-500 g/mol

2) Sintetizar andlogos al RR con fenanfrolinas modificadas, por ejemplo ia 5-
nitrofenantroling, la 4, 7-difenlifenantrolina, etc
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3} Los procedimientos de purificacion desanollados en este frabajo parmiten obtener

compuestos de aita pureza, gque pueden sef empleados para ios estudios
electroquimicos, necescrios en Ias propuestas de reactividad, quimica y bioldgica.
6.3.- En cuanto a la actividad biolégica
1] BEvalugr la actividad inhibiforia del fransporte  elechidnico en folosisterna i,
empleando tecnicas de luminiscencia para comprobar ias propuestas generadas
en el estudio bioguimico redlizado durante estos estudios de maesiria,
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Figura 2. Espectro de infrarrojo medio de 2,2'-bipiridina en pastilla de KBr
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spectio de infrarmojo medio de bisbipyRu en pastilla de KBr
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Figura 21, Espectro IR en la regidn media de trisphenRu en pastilla de KBr
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