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INTRODUCCIÓN

INTRODUCCIÓN

Este reporte de investigación comprende el estudio químico y biológico de! rojo de

rutenio y compuestos análogos y pretende hacer una contribución al conocimiento cié la

reactividad de este tipo dé compuestos, :

La inusual actividad biológica del rojo de rutenio (RRj y análogos a éste, exige el

conocimiento preciso de su reactividad, el cual se ha desarrollado lentamente en ios üffimos

40 años, mientras que crece a gran velocidad ei número de efectos nuevos descubiertos dé

este tipo dé compuestos en sistemas biológicos.

Ei RR es inhibidor de sistemas reguladores ae calcio, cuya trascendental importancia

en casi ia mayoría de ios organismos vivos, hace indispensable Id determinación de los

mecanismos por ios cuales ei RR es capaz de ejercer el efecto inhibidor,

De entre tantos procesos biológicos, podemos mencionar que él RR inhibe ei procesó

fotosintético, y eí estudio de tal efecto es parte de este trabajo dé tesis, Además, la síntesis de

análogos al RR por sustíiución de ligante, ha dado origen a compuestos con inusual actividad

inhibidora del proceso fotosintético que requieren de un amplio estudio,

En ei desarrollo de este trabajo de investigación incluimos el estudio de compuestos

simples, empleados en la síntesis de trlnucleares o los productos de descomposición de éstos

trinucfeares, a fin contar con información basta para la comprensión de la reactividad de

estructuras complejas

Simultáneamente realizamos la investigación de las actividades fotosintéticas en

presencia de ios compuestos sintetizados y planteamos una relación estructura-actividad

biológica,

Este trabajo de tesis consta de 8 capítulos, ios cuales se describen brevemente en los

párrafos siguientes;

En e! Capítulo 1 se incluyen los antecedentes de mayor trascendencia que se han

logrado recabar en torno a la reactividad química y biológica dei RR y compuestos análogos

a éste, Hacemos una amplia descripción de las evidencias experimentases que han

permitido definir la composición química dei rojo de rutenio, así como su reactividad
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química También se incluye una revisión de ios procesos fisiológicos en los que ei RR se ha

probado y ha mostrado algún tipo de actividad.

En eí Capítulo 2 presentamos los objetivos que nos propusimos alcanzar con este

trabajo de investigación y que involucran a la reactividad química y biológica del rojo de

rutenio y compuestos análogos.

En el Capítulo 3 se describe detalladamente la metodología utilizada en el desarrollo

de este trabajo de investigación.

En el Capítulo 4 se presentan y discuten los resultados obtenidos sobre los nuevos

compuestos sintetizados, así como los de los estudios biológicos.

En el Capítulo 5 se presentan Jas conclusiones a las que llegamos en este trabajo de

síntesis.

En el Capítulo 6 describimos algunas acciones y explicamos el objetivo de éstas, a fin

de dar la continuidad a este trabajo de investigación.

En el Capítulo 7 anexamos ia bibliografía consultada que dio amplio fundamento a

fas actividades realizadas experirnentaimente y a los análisis y conclusiones respecto de la

reactividad química y biológica de los compuestos estudiados.

Finalmente eí Capítulo 8 constituye un apéndice en donde se concentran las

evidencias experimentales, espectros y figuras empleadas en el análisis de los complejos

estudiados,
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CAPÍTULO 1

ANTECEDENTES

1.1..- Rojo de rutenio como colorante en microscopía óptica y electrónica

B complejo de valencia mixta de rutenio comúnmente llamado rojo de rutenio (RR) ha

sido empleado como colorante citológíco en el campo de la microscopía desde 1893! 2,

particularmente para la detección de componentes pectínicos

Desde 1961 el RR ha extendido su campo de aplicación siendo empleado para ia

preparación y acondicionamiento de muestras en microscopía electrónica3.

Margin', quien descubrió sus propiedades tintoriaies, acuñó el nombre de rojo de

rutenio, Además lo clasificó como un colorante básico, observando en éste muchas

características en común con los colorantes básicos orgánicos conocidos en esos tiempos.

Margin también reconoció la singular habilidad del RR para teñir sustancias pectínicas y su

utilidad en el estudio de plantas, gomas y mucílagos,

La técnica de tinción con el RR es simple y efectiva; solamente se pone en contacto

ei tejido con el reactivo en solución El disolvente es o agua destilada o solución fisiológica,

con lo cual se logra la mejor conservación de ios tejidos.

Con el devenir del tiempo su empleo como colorante de tejidos ha sido mejorado

mediante la formulación de asociaciones de colorantes y fijadores como el tetróxldo de

osmio, lo cual lo ha convertido en uno de los colorantes más empleados, por su selectividad

hacia ciertos tipos de sustratos2.

Originalmente se empleó para la visuallzación de pectinas, constituyentes principales

de las paredes celulares de células vegetales en el campo de la microscopía óptica y es un

colorante en general de polianíones2 con gran densidad de carga, como es et caso de los

mucopoiísacáridos y el DNA4, y se ha utilizado por más de 30 años como el colorante de

elección para la tinción selectiva de mitocondrías y fibras musculares en el campo de la

microscopía óptica y electrónica5

La habilidad tintorlal del RR se debe a la reactividad que presenta frente a diferentes

sustancias, todas pollaniónicas y de afta densidad de carga Se ha demostrado que el RR no

presenta interacción ante polisacáridos y proteínas neutros También se ha observado que la
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alta densidad de carga no es suficiente para inducir la interacción con el RR, ya que el ácido

1,3,5-sulfónico no da origen a un precipitado en presencia del RR2.

Se ha probado que ia reacción de precipitación frente a pectlnas depende

principalmente dei número de grupos carboxüos ionlzabies disponibles en la pectina, a mayor

número más evidente es la precipitación, La reacción frente a estructuras proteicas se explica

por la presencia de mucopoilsacáridos invariablemente presentes en unión con las proteínas

en las membranas de las células de los tejidos de los organismos vivos, Se cree en función de

estas evidencias que e! RR se une a ¡os sustratos por medio de interacciones electrostáticas o

fuerzas Iónicas De esta manera se entiende la afinidad existente por sustratos como los

lípidos, polisacáridos, proteínas, todos de naturaleza polinuclear, amónica y con grupos

carboxílicos libres2

incluso a la fecha se pueden encontrar en la literatura reportes de la aplicación del

rojo de rutenio corno colorante para ia visualizaclón del DNAÓ en su separación

eiectroforética, lo cual es considerablemente menos riesgoso que los indicadores de

electroforesis de DNA que actualmente se emplean como el bromuro de etidío711, un

carcinógeno sumamente poderoso y las radiaciones ultravioleta.

El estudio de la reactividad del RR frente a polisacáridos se ha llevado a cabo con la

intención de detectar cambios en los espectros de absorción electrónicos Sin embargo, se

ha determinado que e! espectro de absorción del RR no presenta variación significativa,

apenas es perceptible un desplazamiento de las bandas de aproximadamente 2-5 nm, Sin

embargo, es posible detectar cambios más evidentes en ios espectros diferenciales de tales

compiejos. Mientras que en unos casos es posible percibir alteraciones en ios coeficientes de

extinción en otros es posible la detección del desplazamiento a una longitud de onda menos

energética, que involucra cambios de hasta 30 nm, sin modificación aparente de ¡os

coeficientes de extinción4

Se ha detectado evidencia más significativa mediante la técnica de dicroísmo

circular, pues se ha observado la generación de efecto dlcroico extrínseco en presencia de

ciertos poiisacáridos iónicos en eí RR que la molécula per se no presenta Éste es atribuido a

la perturbación asimétrica de ios estados electrónicos después de la coordinación con

matrices quirales, es decir e! esqueleto del pollsacárldo4 Este estudio sugiere entonces que

además de ia carga un factor determinante para que se genere ia coordinación es ia

estereoquímica de la molécula a interacclonar con el RR
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Otra rama que relaciona al RR y sus propiedades tintorlales se encuentra en la

determinación fina de estructuras celulares como es ei caso de la cápsula en

microorganismos patógenos, pues es esta estructura ia responsable de la patogenicidad y

resistencia del microorganismo12 ló, por ¡o cual es importante determinar la composición y

forma de invasión del microorganismo mediante su estudio,

Así, es ahora una línea de investigación importante ta determinación de ia forma de

interacción que se origina entre el patógeno y la célula hospedera como en el caso del

estudio de la fnterfase entre las bacterias del género StTeptococcus, algunos de los cuales son

patógenos de hombre, y las células epiteliales, el cuai ha podido ser visto mediante ia tinción

conRR

En función de ia química selectiva que el RR presenta por ciertos polianiones, se ha

empleado para ia determinación de la composición química de paredes celulares, así como

para la distinción cualitativa de la distribución de los grupos carboxílicos en pectinas,

aprovechando de esta forma la característica del RR de unirse a grupos carboxílicos libres de

pectinas con diferentes grados de esterifícación17

También se V\o empleado el RR en ei estudio de la actividad de isoenzlmas de las

pectinesterasas en geies de políacrilamida, aprovechando la interacción diferencial de éste

con los grupos carboxílicos de las pectinas1820.

El rojo de rutenio se ha empleado corno método de detección del centro de digestión

bacterial en la boca de varias especies bovinas, al ser capaz de unirse a las mucoproteínas

secretadas por estas bacterias21 Como también en el estudio hlsfoquímlco de ia capacidad

de cicatrización en la extirpación y transplante de córneas, nuevamente aprovechando la

afinidad existente entre las mucoproteínas generadas durante la cicatrización y el RR,

Existen también métodos propuestos en la literatura para ia medición de polisacárldos

extraceluíares en cultivos bacterianos, aprovechando las características de adsorción del rojo

de rutenio22 Incluso se está trabajando arduamente en el estudio de tos poiisacáridos

extracelulares del género Mycoptasma, los cuáles se cree toman parte activa en el curso del

incremento de ¡a ¡nmunodeficencia generada por el virus del sida al actuar como cofactor

de la replicación del virus23

Así que en general, el rojo de rutenio ha resultado sumamente útil en la tinción,

caracterización y análisis de la relación estructura-actividad de diversas estructuras celulares y

compuestos poiiméricos de origen biológico24
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1 2 - Actividad del rojo de rutenio en los sistemas biológicos

A la par de su uso en el área de la histoquímica, eí rojo de rutenio ha sido motivo de

extenso estudio en vista de sus peculiares características de reactividad frente a diferentes

sistemas biológicos

Primordialmente representa una área de investigación fuerte, el estudio de ia

interacción entre el rojo de rutenio y las proteínas de unión a calcio, en sistemas como células

musculares, células cardiacas, células neuronales, líneas celulares cancerígenas y en

diferentes estructuras celulares taíes como mitocondria, retículo sarcoplásmíco, membranas

plasmáticas, por mencionar algunas

En los procesos celulares el calcio (Ca2+) actúa como segundo mensajero, de forma

similar al AMPc. Un incremento transitorio de la [Ca2+] citosólica provoca numerosas

respuestas celulares, incluyendo la contracción muscular, la liberación de neurotransmlsores,

la degradación de glucógeno; además, el calcio (Ca2+) es un importante activador del

metabolismo oxidativo Todos estos procesos son regulados por proteínas que emplean calcio

como cofactor y sobre ellas el RR tiene un efecto característico, Antes de describir ios efectos

que tiene el RR en los procesos biológicos revisaremos las propiedades características y

generales de estas proteínas de unión a calcio,

1,2,1 - Tipos de interacción del calcio con las proteínas25

Los principales grupos donadores en las proteínas que se pueden combinar con el

calcio son Jos centros carbonüo y oxhidrilo, Estos grupos pueden encontrarse próximos entre sí

de diferentes formas, pero se conocen sólo tres estructuras diferentes básicas en las

moléculas biológicas La primera incluye un limitado grupo de donadores mantenidos

próximos entre sí en la cadena proteica, donde la unión del calcio no genera la formación

de enlaces transversales en la proteína entre partes lejanas de la secuencia, con el fin de

favorecer la fuerza del enlace Este es el tipo de enlace que se presenta en la caimoduíina y

en otras de las proteínas activadoras intracelulares Es muy probable que durante la falta de

calcio unido a los sitios de unión, éstos se mueven constantemente y dan lugar a una

repulsión electrostática de considerable magnitud entre el gran número de centros

negativamente cargados

El segundo tipo de unión involucra la participación de aminoácidos localizados a

posiciones distantes entre sí en ia cadena proteica y depende en gran medida de la fuerza
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dei enlace para dar lugar a una cavidad inmóvil para el calcio Un ejemplo de este tipo de

estructura se encuentra en ia fosfolipasa A2 Las relevantes diferencias entre estos dos tipos de

sitios de unión se deben a: 1) el efecto dei caicio en fas estructuras y 2) la velocidad de

activación de ias reacciones, Este sitio de unión que no presenta una gran tensión, se eniaza

rápidamente al caicio, generando un ajuste considerable de ta estructura terciaria de la

proteína

La bien definida cavidad del sitio de unión del calcio lo incorpora lentamente, lo que

no representa virtualmente un cambio conformacfonal

El tercer tipo de sitio de unión de calcio contiene una gran serie de aniones en la

superficie, muchas veces pertenecientes a polímeros tomados ai azar, los cuafes se

mantienen enlazados a ia cadena y entre ios cuales el caicio es capaz de viajar

rápidamente Como ejemplos se tienen a algunas fosfoproteínas, ias glucoproteínas

anlónicas dei tejido conectivo y los péptídos que muestran en su estructura al gama-

carboxigiutamato, por ejemplo, ia protíombina y la proteína ósea osteocalcina,

Las proteínas Gia (que poseen y •carboxiglutamato) requieren de vitamina K para su

biosíntesis, y en particular para fa formación de los residuos y-carboxigiutamato Ei grupo y-

carboxiglutamato (ESQUEMA 1 1) parece ser un exceiente sitio de unión del caicio26

CH2

CH COO

¿OO

y-Cartooxiglutamato
ESQUEMA 1,1 Fórmula estructura! del r-carboxiglutamcfto presente en proteínas Gla

A la fecha se ha aislado un gran número de proteínas, las cuales necesitan

interaccionar con el caicio para llevar a cabo sus funciones, de fuentes tanto intraceiuiares

como extraceiulares27^3, Todas ellas están involucradas en los procesos de almacenamiento

del caicio, en ei mantenimiento de las corrcentraciones constantes de calcio en ios

diferentes compartimentos celulares y en el disparo de un amplio intervalo de procesos que

invoiucran el transporte membranal, secreción y acciones enzimáticas. Algunas de las

proteínas de este tipo más importantes se enlistan en ía siguiente tabla:
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TABLA 1.1. Algunas proteínas feiacionadas con el calcio
Protefna
Protrombina
Catmodulina
Tropontna C
Miocinasa
SI 00
Caicineurina
Ca8P intestinal
Parvalbumlna
Calsequestrina
Catelectrína
Proteínas del Hueso
Proteínas Salivales
Estaterina

Función
Disparador extraceiular
Disparador ¡ntraceiuiar de enzimas y bombas
Disparador de sistemas de contracción
Disparador de algunas células musculares
Disparador de células nerviosas
Fosfdproíeihfosfatasas
Transporte de calcio
Modulados de las concentraciones de calcio
Almacenaje intraceiular
Promoción de agregación membranal
Proteínas Gla
Protección dental (ricas en prolina)

1.22.- Inhibición en la unión calcio-calmodulina

Una de las interacciones rojo de rutenío-proteínas de unión al calcio más estudiadas

es la que se presenta en calmoduüna

En espacios exrraceíulares, la [Ca2+] (aprox 1500 JIM) es cuatro órdenes de magnitud

superior a las concentraciones en el citosol (aprox 0.1 \xM] Este importante gradiente de

concentración se mantiene mediante el transporte activo de Ca2+ a través de la membrana

plasmática, ei retículo endoplásmico {retículo sarcoplásmico en el músculo} y la membrana

mitocondrial interna

La membrana plasmática y el retículo endopiásmico contienen ambos una Ca2+-

ATPasa que bombea activamente el Ca24 fuera def citosoi a expensas de la hidrólisis de ATP47

48 (ESQUEMA 1.2). Sus mecanismos de reacción, determinados partir de estudios cinéticos, son

muy similares a ios de !a {NA+-K+)-ATPasa, De hecho, hay una similitud significativa entre estas

proteínas, sugiriendo que*provienen de un antepasado común,
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ATP ADP

£'2Ca2*—

Interior

4. Beeuperaetf n

Exterior

formación ae
intermediario de
'alta energía"

3. Hidrólisis
ael fosfato

£ • * —

H20

2, Transporte
aeca2+

•'** [SQ§

•£-P

ESQUEMA 1.2 Mecanismo cinético de la Ca2+-ATPasa En este caso enfada se refiere al
citosoi y salida se refiere a la parte exterior de la célula para ¡a Ca2+ ATPasa de la membrana
plasmática o al lumen del retículo endoplásmico (retículo sarcopíásmico) para la Ca2+-ATPasa
de dicha membrana, Voet D BlOCHEMiSfffl. 1990 USA

La caimocíulina CaiVI, es una proteína cíe unión al calcio ubicua, que juega uri papel

fundamental en la regulación ele muchos procesos calcio-dependientes26, -

Para que una célula se mantenga en su estado fisiológico característico, debe regular

las actividades de sus bombas iónicas con precisión, la regulación de la bomba de Ca2+ en

ía membrana plasmática se controla por el nivel de Ca2+, mediado por calmoduíina'(GqM),

Esta proteína eucariótica ubicua, que une Ca2+, participa en numerosos procesos

reguladores celulares, señalando el nivel de" pa2+ a una gran variedad de proteínas,

incluyendo las bombas de calcio, las proteínas1 qulnasas y las proteínas responsables de la

motilidad, La secuencia de 148 restos de CaM, altamente conservada, presenta el rasgo

característico de que la L.ys 115 está trlmetilada, de modo que su amina cuaternaria se

encuentra siempre cargada positivamente,, La proteína, cuya estructura de rayos-X fue

determinada por Charles Bugg26, tiene una curiosa estructura en forma de pesas, que

consiste en dos dominios globulares conectados por una hélice a con siete vueltas,

La calmoduiina tiene cuatro sitios de fijación de Ca2+ de elevada afinidad, dos en

cada uno de sus dominios globulares {ESQUEMA 1.3), Todos eilos están formados por motivos

héiice-lazo-hélíce casi superponibles, conocidos como manos EF, también presentes en otras

proteínas fijadoras de Ca2+ de estructuras conocidas, En cada uno de estos sitios, ei ion Ca2+

está coordinado octaédricamente por átomos de oxígeno de la cadena principal y de las
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cadenas laterales de la región del tazo, así como de una molécula de agua asociada a la

proteína. La unión del Ca2+ a cualquiera de ios dominios de CaM induce un cambio

conformacional en dicho dominio, de formo que resulta expuesta una región hidrofóbica rica

en Met que de otro modo se hallaría oculta,, Esta región, a su vez, se une con elevada

afinidad, aunque con amplia especificidad de secuencia, a las hélices a básicas anfifíiicas

de ías proteínas diana y, con ello, modula las actividades de estas proteínas, De hecho,

segmentos de estas hélices de aproximadamente 20 residuos, así como hélices anfifíiicas

compuestas sólo de residuos de Leu, Lys y Trp, se unen a CaM tan fuertemente como las

mismas proteínas diana, La amplia especificidad de secuencia de CaM se explica, en parte,

por ia flexibilidad de sus cadenas laterales de Met que se cree permiten que sus fragmentos

hidrofóbicos se adapten a una variedad de cadenas laterales hidrofóbicas en ias hélices

anfifíiicas de ias proteínas diana26,,

ESQUEMA 1,3. Estructura de rayos X de ¡a calmodulin i'__ __Jculosderata Esta proteína
rnonomérica de 148 aminoácidos contiena dos dominios globulares notablemente ;
similares separados por una hélice a con 7 vueltas Los dos sitios de fijación de caicio
iónico en cada dominio se representan con esferas blancas t/oef, D BIOCHEMISTRY
1990,, USA

A pesar de la apariencia extendida de, CaM, en su estructura de rayos-X, varios

estudios recientes indican que sus dominios globulares pueden unirse simultáneamente a una

única hélice diana. Evidentemente, la hélice a.centrql de CaM sirve más como una atadura

flexible que como un espaciador rígido, propiedad,que probablemente, hace.crecer aún

más la variedad de secuencias diana a las cuaies puede unirse C a M . . . . . .

La Ca2+-calmodulina activa la Ca2+-ATPasa de las membranas plasmáticas. La

activación, tai como se deduce del estudio de ia. ATPasa aislada, da lugar a una disminución

10
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en su «„ para el Ca2"1" desde 20 a 0.5 ¿iM. Así el Ca2+ regula su propia concentración

citoplasmátíca de la siguiente manera: a niveles de Ca2+ por debajo de la constante de

disociación de la calmodulina para el Ca2+, aproximadamente de 1 jaM, la Ca2+-ATPasa es

relativamente inactiva Sin embargo, si la [Ca2+] aumenta hasta este nivel, el Ca2+ se une a ia

calmodulina que, a su vez, se une y activa a la bomba de Ca2+:

Ca2++ CaM """ Ca2+«CaM* + bomba (inactiva)

Ca2f»CaM* f bomba (inactiva) *"" Ca2+«CaM%bomba (activa)

CaM* indica caímodulina activada Esta interacción disminuye la KM de la bomba para el

Ca2+ hasta un valor por debajo de ia [Ca2f] del ambiente, haciendo, así, que el Ca2f sea

bombeado fuera dei cltosol Cuando la [Ca2+] disminuye suficientemente, el Ca2+ se disocia

de la caimodulina y esta serie de sucesos se invierte, Inactivando así la bomba, Eí sistema

completo es, por tanto, análogo al existente en cualquier tinaco o fosa de almacenamiento

de agua que se activa automáticamente medíante una boya cuando el agua alcanza un

nivel determinado

Este esquema fue originalmente propuesto para la enzima nucíeótido-fosfodiesterasa

dependiente de calcio, ( Ca2+-PDE)34, pero se considera eí mecanismo genera! de activación

de este tipo de enzimas dependientes de calcio activadas por la calmodulína, tales como la

cinasa involucrada en el metabolismo de la miosina24 35

El primer paso consiste en la unión del caicio a la calmodulina Esta unión induce un

cambio conformacionai en CaM lo cuai favorece la interacción de ésta con la apoenzima

inactiva de la enzima dependiente de calcio, para dar origen al compiejo de holoenzima,

catalíticamente activo

Una forma útil de identificación de los procesos dependientes de CaM consiste en

emplear compuestos que se unen a ésta inhibiendo su función Mediante el empleo de

antagonistas para la CaM, tales como fenotiazlnas y naftalenosulfonamldas, fue posible

determinar su participación en procesos como la función piaquetaria36, proliferación celular37,

contracción vascular38 y la degranulacíón de neutrófilos39.

Estos antagonistas de CaM se unen a CaM de manera dependiente de calcio36 40 e

inhiben la formación dei compiejo holoenzimátlco catalíticamente activo41 Se ha

demostrado que estos antagonistas fortalecen ta unión de caicio y CaM42'44.

Realizando los estudios pertinentes con eí rojo de rutenío como antagonista, se

demostró46 que éste es capaz de inhibir de manera competitiva, respecto al calcio, a la

l l
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nucleótido fosfodiesterasa cíclica dependiente de calcio Estos resultados sugieren que el RR

puede tener un mecanismo inhibitorio diferente al presentado por la mayoría de ios

antagonistas de CaM reportados a ia fecha,

E! valor í50 del RR frente a la miosinacinasa, dependiente de CaM, es de 18,5 JIM46 y los

estudios demostraron que el RR inhibe la formación de la holoenzima de ia caimodulina, es

decir inhibe la unión Caicio-CaM

El estudio cinético de la unión calcio-caimodulina y la influencia del RR demostró que

este cornpíejo de vaiencia mbcra inhibe predominantemente ia unión de ias dos moles de

caicio que se unen tardíamente a la proteína, sobre las primeras moles de calcio que se

unen a CaM, Cada uno de los dos dominios amlno y carboxilo terminal de CaM contiene dos

sitios de unión para calcio, y la unión a cada dominio de dos moléculas de calcio procede

de manera independiente, Se sabe que los sitios en el dominio carboxilo termina! tienen una

mayor afinidad por el calcio que aquellos localizados en el dominio amino terminal De tal

forma que el caicio se une primeramente ai dominio carboxiio terminal y después aí amlno

terminal. Por lo tanto el RR inhibe predominantemente la unión al sitio amino termina! que la

unión a! sitio carboxilo terminal46 Sin embargo también es claro que el calcio y el rojo de

rutenio rio comparten ei sitio de unión en ia caimodulina, pero contrariamente a io esperado

ambos sitios ejercen una influencia en la afinidad entre sí, De esta forma puede decirse que

el RR puede ser capaz de formar un complejo CaM enzimáticamente inactivo mediante la

alteración del sitio de unión de Calcio en la caimodulina necesario para la activación de

ésta

Dada la capacidad para entrar a las células Intactas49 52, el RR se utilizó para mejorar

ia producción de energía por mitocondria en miocardio de cerdo53 y de esta forma inhibir la

contracción activada por catcio del músculo liso40, Un clara relación de este efecto puede

describirse en la inhibición de la contracción del músculo liso, El RR inhibe la contracción del

músculo activada por calcio, de manera dependiente de la concentración, por io cual

puede decirse que el efecto vasodilatador del RR es resultado de la competencia con el

calcio

También se observó que RR retarda la muerte de hepatocitos de rata inducida por la

administración de fer-butilhidroperóxido54

Además, el RR bloquea ei transporte de calcio en otros sistemas incluyendo los

canales de liberación de calcio del retículo sarcoplásmico5556, ios canales de caicio

dependientes de voltaje células de leucemia sensibles a los complejos c/splatino y en las

12
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resistentes a tales complejos57 También es capaz de bloquear los mecanismos de

almacenamiento y captación de calcio en el retículo sarcoplásmico58, Otra función del RR es

la de interferir en la regulación de los niveles de calcio en osteobiastos pero de manera

positiva, es decir incrementando los niveles de Ca2+ crtosóiico cuando se pone en contacto

con el RR extraceiuíarmente59,

1 .2.3.- Inhibición del transporte de calcio mitocondrial

Indudablemente, ía mayor aplicación del RR se ha centrado en el estudio de los

mecanismos de regulación de las concentraciones de calcio en el interior de las

mitocondrías, especialmente durante los procesos oxígeno-dependientes,

Vasington y sus colaboradores60 demostraron que el RR en concentraciones que van

entre 5-50 p.M ejerce algún efecto en casi todas las interacciones del Ca2+ con la

mitocondria: el proceso de transporte al interior de la mitocondria acoplado a la producción

de energía, el transporte al interior de ía mitocondria del Ca2* mediado por el gradiente de

K+, desactivación de los sitios de baja afinidad por calcio localizados en membrana y la

desactivación de las proteínas transportadoras de calcio,

A concentraciones 10-50 nM de RR /mg de mitocondria es capaz de inhibir el

transporte de caicio y la respiración mitocondrial, suponiéndose que ello es debido a la

interacción del rojo de rutenio con los sitios de alta y baja afinidad ai calcio en la proteína

transportadora. Sin embargo, estudios más detallados han demostrado que el rojo de rutenio

interactúa solamente con los sitios de baja afinidad por el calcio localizados en la proteína

transportadora,

Una propuesta del mecanismo de transporte de calcio al interior de las mitocondrias y

¡a explicación del mecanismo de inhibición de dicho transporte que genera el RR fue

planteado y fundamentado por Zazueta y colaboradores61,

La explicación detaifada se concentra en dicho trabajo,. Aquí sóio incluiremos una

descripción esquemática de dichos eventos:
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a\ Matriz mitocondrial
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ESQUEMA 14. Representación de la proteína transportadora de calcio embebida en la
membrana rnitocondrial interna, En a) se representa el mecanismo de acción de la
proteína según la evidencia experimental, mientras que en b) se esquematiza el
mecanismo de acción de! RR, explicado detalladamente en ia referencia 61 Zazueta
etat.1999

1.2.4-- Actividad del RR sobre la secreción neuronal

El RR incrementa !a frecuencia de liberación espontánea de neurotransmisores,

específicamente ei neuroíransmisor conocido con ei nombre de quanta, en ia unión

neuromuscular, Este efecto se atribuye a ia liberación de calcio de ios sitios de

almacenamiento que son fas milocondrías de las termínales sinópticas,,

El Ca2+ intraceiular libre juega un papel central en la regulación de las señaies

neuróñaies. lo Importancia del calcio en las funciones neuronales se detecta en los diferentes

procesos neuronales mediante la medición de las concentraciones de este ion. Se fia

detectado que la acción concertada de varios procesos genera eí incremento de las [Ca2+],

tal como la actividad de los canaies de calcio dependientes del voltaje, ¡a activación o

desactivación de los receptores de giutamato02*4 en la: membrana neurona!; de los

receptores IP3 y de los receptores de rianodina65^7,,
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Así se han registrado tales cambios Sin embargo, a la fecha muy poco se ha hecho

por describir un mecanismo que explique cómo las neuronas manejan las concentraciones

de caído, Hasta ahora se conoce que el sistema homeostático de calcio en la neurona está

compuesto por proteínas de unión a calcio, el retículo endopiásmlco y mítocondria además

de algunas moléculas de extrusión de plasma y ios canales de Na7Ca2+ y la Ca2+-ATPasa

Se ha propuesto que el RR actúa mediante interacción aniónica con un sitio en el

exterior de la membrana presináptíca De tal forma, se cuenta con evidencia Importante ya

que entonces es posible decir que el RR puede ser una herramienta de extraordinario valor

para probar el mecanismo de modulación de ía secreción de las neuronas68,

Por otro lado se sabe que RR es capaz de penetrar en las fibras nerviosas del sistema

periférico e inducir neurotoxlcidad6970, Concentraciones en el intervalo entre 2.5-10 ¿iM

reducen el potencial sinóptico a niveles subumbraies71.

La administración intracraneana de RR induce ataques epilépticos, mientras que la

administración intraperitoneal produce parálisis flácida, Estos efectos pueden deberse muy

probablemente al bloqueo de las Interacciones con e! calcio en la membrana presináptíca,

evitando por tanto ¡a liberación natural del neurotrasmisor72,

También en esta área el RR se ha empleado para el estudio in vffro de los cambios

de permeabilidad mitocondrial generados por la actividad cerebral misma en células de!

sistema nervioso73 7d También se emplea el rojo de rutenio como inductor de la maquinaría

de liberación de neurotransmisores en la región del hipocampo, en un esfuerzo por entender

ios mecanismos bioquímicos involucrados75,

1.2 5 - RR y su efecto anticancerígeno

Ciertos compuestos c/s-platino han mostrado gran poder anticancerígeno en algunos

tipos de cáncer Debido a que las propiedades químicas de los complejos ominados de

rutenio comparten algunas características con tales complejos de platino, constituyen una

promesa en e! campo de ios agentes antitumorales y por lo tanto el rojo de rutenio no ha sido

excluido de estudios en esta área

Un estudio conducente en este sentido en complejos de rutenio fue el desarrollado por

Kelman76 En este trabajo se investigó el efecto de los compiejos de rutenio sobre la síntesis

de DNA y proteínas en células hepáticas de conejo en cultivo celular Los resultados

mostraron que una gran cantidad de complejos de rutenio eran capaces de Inhibir la síntesis

de DNA Los trabajos realizados por Yasbín, Miel y Mathews, acerca de la actividad
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mutagéntca del rutenio, mostraron que muchos complejos de rutenio son marcadamente

efectivos en la inducción del mecanismo de reparación del DNA77 Se cree que el efecto de

inhibición del crecimiento de! tumor se debe a la habilidad que et RR tiene de inhibir el

metabolismo del caicio Este campo se encuentra en desarrollo

] .2.6.- Otros efectos en la actividad biológica por RR

En míceías enriquecidas con la proteína membranal, porina XVIII humana, se ha

podido establecer la capacidad del rojo de rutenio de disminuir la dependencia con el

voltaje de este tipo de proteínas, lo cual es relevante para ios estudios en procesos de

estimulación de exocitosls en diferentes tipos celulares78

Otra evidencia importante sobre la actividad inhibitoria del rojo de rutenio se

encuentra en el estudio de la inhibición de la actividad de la ATPasa dependiente de Mg y no

de calcio presente en las células musculares, en donde se demostró que el colorante se une

de manera selectiva a la cadena pesada de la miosina, generando un tipo de inhibición

competitivo respecto a la actína y de tipo no competitivo frente al ATP, lo cual sugiere que ei

RR interactua directamente con ei sitio de unión de la actina F en la cadena pesada de la

miosina79

Además, existe evidencia de que el rojo de rutenio es capaz de generar fusiones entre

membranas, tal como fue observado en el trabajo de Howell quien informó la fusión de

membranas del retículo sarcoplásmico mediante interacciones electrostáticas con el rojo de

rutenio80, Se postula que este efecto es el responsable de la aglutinación celular inducida por

el RR81

Se ha determinado que e! RR también es responsable de Inhibir el transporte activo de

calcio mediado por potasio82

Finalmente otra área en la cual se ha empleado el RR es en el proceso de muerte

celular programada o apoptosis Ya que el proceso apoptótico involucra en muchas de sus

actividades bioquímicas al calcio como desencadenante de diversos procesos, el RR por su

actividad inhibitoria de los sistema reguladores de calcio se emplea como inhibidor de

apoptosis De los experimentos a la fecha registrados en la literatura se sabe que el RR es

capaz de inducir la disminución del potencial transmembranal de las mítocondrias en células

en ei proceso apoptótico temprano33 La muerte celular programada es un proceso

fisiológico definido comúnmente por alteraciones en la morfología nuclear y /o degradación

progresiva del DNA cromosomal previos a la tisis celular,
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Es importante mencionar que sólo en pocos casos se ha aprovechado la capacidad

óxido-reducíora del RR para expiícar ei origen de las alteraciones en los procesos, y en ia

mayoría de los casos se hace mención únicamente a sus propiedades de carga, tamaño y

conformación. En este sentido, la investigación se encuentra en pleno proceso de desarrollo y

a la larga será mucho más frecuente el estudio de las propiedades redox del RR frente a los

diferentes sistemas biológicos, Existen ya datos de! poder reductor del RR sobre el ter-

butllhidroperóxido, de tal forma que se fe considera como un agente reductor tipo Fenton y

es posible que lo ahora dicho sobre el RR en cuanto a las funciones en sistemas biológicos

tenga que ser corregido, sobre todo en los sistemas dependientes de calcio y con formación

de peróxidos, por ejemplo en los procesos mitocondriaies84-85.

En mitocondria se ha determinado que el RR interviene activamente en la formación

de radicales metilo en el sistema constituido de fer-toufll hidroperóxido en mitocondria y el

mecanismo propuesto se presenta en eí ESQUEMA 14, a continuación64;

c a d e n a -• - "=•• :
r e s p f c a t o f i a
t n i f o c o n c t i c i . . ' ' ' . - ' : " •

• ^ ^ csoaomo el .cFejfilj i-.^
ir

Kñ(íf¡,ÍV,t!¡]

Í&IÜLIV.IV)

ESQUEMA 1 5 Mecanismo propuesto para la generación de tos radicales metilo por ©I
sistema ter-pulilhidroperóxicfo/mftoconp'ria inducido por el RR Melnickeeta! 1996 M

1.2.7 - RR en los sistemas vegetales26

Como antes se ha mencionado, el RR posee propiedades óxido-reductoras que lo

colocan como un material interesante para el estudio de las transferencias electrónicas en tos

sistemas biológicos, Uno de estos procesos es ia fotosíntesis,

\ .2.7.1.,- La fotosíntesis y su lócalizacióri

La vida en la tierra depende del so!. Las piantas y las ciqnobacterias captan

químicamente la energía luminosa a través de la fotosíntesis, un proceso impulsado por ia iuz

en el que se fija CO2 para obtener carbohidratos (CH2O),,
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CO2+H2O -~¿=~» (CH2O)+O2

Este proceso en el que tanto el CO2 como el H2O se reducen para formar

carbohidratos y el O2, es esencialmente eí inverso del metabolismo de oxidación de los

carbohidratos

Los carbohidratos formados en ía fotosíntesis son, por lo tanto, una fuente de energía

para el organismo que los produjo, así como para los organismos no fotosintéticos que

directa o indirectamente consumen organismos fotosintéticos, De hecho, incluso la industria

moderna depende en gran manera de productos de la fotosíntesis, ya que el carbón, el

petróleo y el gas (ios llamados combustibles fósiíesj son los restos de antiguos organismos, Se

estima que la fotosíntesis fija anualmente aproximadamente 1011 toneladas de carbono, fo

que representa eí almacenamiento de unos lü18 KJ de energía, Por otra parte, a ío largo de

millones de años, ia fotosíntesis ha producido el O2 de la atmósfera terrestre,

La noción de que las plantas se nutrían de cosas tan insustanciales como ia iuz y el

aire tardó casi dos siglos en comprobarse,, En 1684 el físico de Fiandes, Jean Baptiste von

Melmont, escribió que, al hacer crecer un sauce en una maceta, la pérdida de peso del

suelo en que había echado raíces el árbol era insignificante, Aunque todavía faltaba un siglo

para que se enuncíase la ley de la conservación de la materia, von Heimonf atribuyó ei

aumento de peso del árbol ai agua que había absorbido Está ¡dea fue ampliada en 1727

por Stephen Hales al proponer que las plantas obtienen parte de su material del aire.

Ei primer indicio de que fas plantas producen oxígeno ftje encontrado por el sacerdote

y pionero de la química, el inglés Joseph Priestley, quien escribió:

"Al ver que las velas arden muy bien en el aire en que las plantas han crecido durante

mucho tiempo, y al tener alguna razón para pensar que había algo relacionado con la

vegetación, que renovaba el aire viciado por la respiración, pensé que era posible que ei

mismo proceso pudiera renovar también el aire viciado por tas velas ardiendo Por

consiguiente, ei 17 de agosto de 1771 puse una ramrfa de menta en una cierta cantidad de

aire en que había ardido una vela hasta apagarse, y vi que el 27 del mismo mes otra vela

ardía perfectamente en él",

Aunque más adelante Priestley descubrió el oxígeno al que denominó "aire libre de

fiogisto", fue Antoine Lavoisier, quien dilucidó su papel en ia combustión y en la respiración,

Sin embargo, el trabajo de Priestiey inspiró al físico holandés Jan Ingen-Housz, quien en 1779

demostró que el poder "puríficador" de ías plantas reside en la influencia de la iuz solar en sus

partes verdes.
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En 1782 el religioso suizo Jean Senebíer mostró que ei CO2, al que denominó "aire

fijado", es asimilado durante ia fotosíntesis, Su compatriota Theodore de Saussure encontró en

1804 que el peso de fa materia orgánica producida por las plantas y el oxígeno liberado es

mayor que el peso deí CO2 consumido. Por !o tanto, llegó a la concíusión de que el agua, la

única sustancia que había añadido ai sistema, también era necesaria para ia fotosíntesis, El

último ingrediente en la receta de !a fotosíntesis lo estableció en 1842 ei fisiólogo alemán

Robert Mayer, uno de los formuladores de la primera ley de la termodinámica, quien dedujo

que las plantas convierten la energía luminosa en energía química

En los organismos eucqriotas (algas y plantas superiores), la fotosíntesis se localiza en

ios cloroplástos, que son organeios subceluiares membranosos Ei primer indicio de que los

cloropiastos actúan de esta manera fufe una observación de íheodore Englemann, en 1882

Descubrió que pequeñas bacterias con capacidad para moverse se congregaban en fa

superficie del alga Spirogyra, eh BüsCa-^e oxígeno, situándose sobre st£ #I ÍCQ cloropiasto,

pero sólo Guando el cloropiasto estaba iluminado, Los cloropiastos deben ser pues el lugar

donde la luz induce ia producción de O2, es decir, la fotosíntesis, riv.~:-''\O*'y'' ; ^ : ;

Los cloropiastos, de los que se encuentran entre 1 y 100 por,ci!uilq>'pós^eri tamaños

y formas bastante diferentes, pero normalmente son unos elipsoides deuhos;5 ¿m de longitud

(ESQUEMA 1.6), Al igual que \gs mrfocoRdrias, a las que se parecen erí muchos aspectos, ios

cíoroplastos tienen una membrana exferna muy permeable y una membrana interna

prácticamente impermeable, separadas por uri estrecho espacio Intermembranai, La

membrana interna incluye al estroma, una disolución concentrada de enzimas, que también

contiene DNA, RNA y ribosomas que participan en la síntesis de varias proteínas del

cloropiasto -muy similar a ia matriz mitocondrial-, El estroma, a su vez, rodea un tercer

compartimiento membranoso, el tflacoide (del griego; thyiakos, saco o bolsa} El tiíacoide es,

probablemente, una única vesícula muy plegada, a pesar de que en muchos organismos

parece formado por grupos apilados de sacos en forma de discos, ílamados grana,

ínterconectados por iamelas dei eslroma no apiladas, Normalmente, un cloropiasto contiene

de 10 a 100 granas, Las membranas tilacoídales se forman a partir de invaginaciones de ia

membrana interior de los cloropiastos en formación y, por eso, se asemejan a las crestas

mitocondriaies (ESQUEMA 1,7),
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ESQUEMA 1 .£. Diagrama esquemático efe ios estructuras ptinclpaies en células veQetaíes y
clcfoplasio

Los lípídos de la membrana tílacoidal poseen una composición característica. Están

formados por sóío 10% de fosfoltpidos; la mayoría, aproximadamente 80%, son mono y

digqlactosíi diacilgliceroies sin carga, y el restante 10% son los sulfolípidos suífoquinovosil

diacilgiiceFoles,

tas cadenas de aciio de estos lípidos poseen un elevado grado de instauración, lo

que confiere una elevada fluidez a ia membrana tilacoidal,
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ESQUEMA 1.7. Micrografía electrónica y diagrama esquemático de un cloroplasto de maíz
Voet, D BIOCHEMISTRY, 1990

La fotosíntesis se produce en dos fases:

1. Las reacciones de la fase luminosa, que utilizan la energía luminosa para generar

NADPHyATP,

2 Las reacciones de la fase obscura, en realidad reacciones independientes de ía luz,

que utilizan NADPH y ATP para impulsar la síntesis de carbohidratos, a partir de CO2 y

H2O. .

Las reacciones de la fase luminosa se localizan en la membrana tilacoidal e incluyen

procesos similares al transporte electrónico y la fosforilación oxicjativa mitocondriales.

, En los procariontes fotosintéticos que carecen de cloroplastos, las reacciones de la

fase luminosa, tienen lugar en la membrana plasmática (interna) o en estructuras altamente

invaginadas derivadas de ella, llamadas cromaíóforos. En los eucariotas las reacciones de la

fase oscura tienen lugar en el estroma, a través de un ciclo de reacciones enzlmáficas,

1.2.7.2.- Reacciones dé la fase luminosa

Se incluye esta descripción de la fase luminosa dado que es la única que tiene

relación con los objetivos de este trabajo de tesis Por tanto, la fase obscura no se incluye,

Durante las primeras décadas de este siglo se postuló que la luz, ai ser absorbida por

ios pigmentos ibfosintéticos, reducía directamente al CO2 que, a su vez, se combinaba con

eí agua fiará formar ios carbohidratos. Desdé este punto de vista, el O2 formado por la

fotosíntesis proviene del CO2. Sin embargo, en 1931, Cornelis van Niel mostró que bacterias

fotósintélícas verdes anaerobias, queusan H2S durante la fotosíntesis forman azufre:

CO, f 2H,S tuZ •> [CH2O) + 25 + H2O

21



ANTECEDENTES

El parecido, a nivel químico, entre el H2S y el H2O llevó a van Niel a proponer que la reacción

general de la fotosíntesis es : .'*..-• ,

.... „ - CO2 + 2HaA lvz > (CH2O3

Dónde H2A es H2O, en las plantas verdes y en cianobacterias, y H2S, en sulfobacterias

fotoisíntéíieqs, Elfo sugiere que la fotosíntesis es un proceso que tiene dos pasos, en el que se

aprovecha ia energía luminosa para oxidar H2A (reacciones de la fase luminosa):

2H2A——> 2A+4[H]

Y que, después, el agente reductor resultante [Hj reduce el CO2 (reacciones de la fase

oscura):

CO2 4- 4[H] > (CH2O) +• H2O

Así, en la fotosíntesis aerobia, es ei H2O, y no el CO2, el que se fotoiíza (se rompe por acción

de la luz).

La validez de la hipótesis de van Niel se demostró, sin dejar lugar a dudas, con dos

experimentos, En 1937 Robert Hill descubrió que, al iluminar cioroplastos que carecen de CO2

en presencia de un aceptor de electrones artificial, ei ferricianuro [Fe{CN)ó]
3, se produce O2

con la reducción concomitante del aceptor { a ferrocianuro, [FeíCN^]4", en este caso) Esta

reacción, llamada reacción de Hilf, demuestra que el CO2 no participa directamente en la

reacción de producción de O2, También descubrió, más tarde, que el aceptor natural es el

NADP+, que en su forma reducida, NADPM, se usa en [as reacciones de ia fase oscura para

reducir el CO2 a carbohidrato En 1941, cuando se pudo disponer del isótopo !8O, Samuel

Rubén y Martín Kamen demostraron que la fuente del O2, que se forma en la fotosíntesis es el

H2O:

H2
18O+CO2 ——--> (CH2O)+18O2

El principal fotorreceptor de la fotosíntesis es ia clorofila. La luz absorbida por las

clorofilas antena y los pigmentos accesorios se transfiere a los centros de reacción

fotosintéticos, Las clorofiias excitadas pasan sus eiectrones a través de una serie de aceptares

que convierten la energía electrónica en energía química,

Las plantas y cianobacterias utilizan ei poder reductor generado por la oxidación del

agua, impulsada por la luz para producir NADPH

Dentro de esta fase luminosa, ocurren cuatro sucesos importantes (ESQUEMA 18):
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A) Excitación fotoquímica de la clorofila, La energía luminosa artera o excita ciertos

electrones de tet molécula de clorofila y éstos son transferidos a moléculas aceptoras

de electrones Gracias a esto, las moléculas de clorofila se oxidan,

B) Fotooxídación del H2O (fotóflsis) La molécula de agua se rompe y libera O2, electrones

y protones (H+!)

C) Fotoreducción del NADP, Éste cap ta los electrones desprendidos de la clorofila y los

protones provenientes del agua , para formar NADPH (el cual es utilizado en la e tapa

independiente de la luz).

D) Fotofosforiiaclón del ADP Formación del ATP a partir dei ADP + P + Energía Liberada

en el salto de electrones de la oxidación de fas moléculas de clorofila.

Las semireacciones que componen este proceso, junto con sus potenciales estándar

de reducción son:

O2 + 4e f 4H+¿52H2O ^ +0.815 V y
NADP++ H+-f 2e'£*NADPH £*=-0 320V

De ahí que, la reacción global de cuatro electrones y su potencial estándar redox es:

2NADP++2H2O^NADPH + O2+2H^ A^0'—1 135 V

En la absorción de luz participan dos procesos. Ello se puede explicar por un modelo

mecanístico, el esquema Z (ESQUEMA 1 9), que postula que la fotosíntesis que produce O2

ocurre medíante las acciones de dos centros de reacción fotosintéticos que están

conectados en serie:

1, El fotosistema I (PSI)86, genera un reductor fuerte capaz de reducir NAPD4 y, al mismo

tiempo, un oxidante débil, El fotosistema I cap ta la luz, cuya longitud de onda sea

menor o igual a 700 nm Actúan moléculas de clorofila A que absorben nasta un

máximo de 700 nm y se l laman P700

2 El fotosistema II (PSII)37, genera un oxidante fuerte capaz de oxidar el H2O y, al mismo

t iempo un reductor débil El fotosistema ii reacciona c o n moléculas de clorofila B que

absorben en un máximo de 680 nm y son l lamados P680.

El reductor débil reduce ai oxidante débil, de m o d o que PSI y PSli forman un activador

energético de electrones en dos fases Así ambos fotosistemas actúan para que la fotosíntesis

(transferencia de electrones del H2O al NADPH) ocurra,

La luz es recibida en el PSII por la clorofila P680 que se oxida al liberar un electrón que

asciende a un nivel superior de energía; ese electrón es recogido por una sustancia aceptora

de electrones que se reduce, la plastoquinona (PQ) y desde ésta va pasando a lo largo de
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una cadena transportadora de electrones, entre los que están varios cltocromos (cyt b/f) y así

llega hasta la plastocianlna (PC) que se los cederá a moléculas de clorofila del PSI

En el descenso por esta cadena, con oxidación y reducción en cada paso, el

electrón va liberando la energía que tenía en exceso; energía que se utiliza para bombear

protones de hidrógeno desde el estroma hasta el Interior de los tilacoides, generando un

gradiente electroquímico de protones Estos protones vuelven al estroma a través de la

ATPasa y se originan moléculas de ATP

El tote-sistema II se reduce al recibir electrones procedentes de una molécula de H2O,

que también por acción de ia luz, se descompone en hidrógeno y oxígeno, en el proceso

llamado fotolisis del H2O De este modo, se puede mantener un flujo continuo de electrones

desde el agua hacia el fotosistema II y de éste ai fotosistema 1

En el fotosistema I la luz produce el mismo efecto sobre ía clorofila P7Ü0, de modo

que algún electrón adquiere un nivel energético superior y abandona la molécula, es

recogido por otro aceptor de electrones, la ferredoxlna, y pasa por una nueva cadena de

transporte hasta llegar a una molécula de NADP+ que es reducida a NADPH, al recibir dos

electrones y un protón H+ que también procede de la descomposición del H2O.

los dos fotoslstemas actúan conjuntamente, proceso conocido como esquema en Z

(ESQUEMA 1 9), para producir ia fotofosforilación (obtención de ATP} o hacerlo solamente el

fotosistema i; se diferencia entonces entre fosforilación no-cíclica o acícllca cuando actúan

los dos, y fotofosforilación cíclica, cuando actúa el fotosistema 1 únicamente En la

fotofosforilación acíclica se obtiene ATP y se reduce el NADP4 a NADPH, mientras que en ia

fotofosforllación cíclica únicamente se obtiene ATP y no se libera oxígeno

Mientras la luz incide en los fotosistemas, se mantiene un flujo de electrones desde el

agua al fotosistema II, de éste ai fotosistema 1, hasta llegar et NADP* que los recoge; esta

pequeña corriente eléctrica es la que mantiene el cicio de la vida

Los componentes que participan en el transporte de electrones desde H2O ai NADPH

están organizados en su mayor parte, en tres partículas unidas a la membrana de los

tilacoides: PSII, el complejo citocromo b6-citocromo f y PSI, tos electrones se transfieren entre

estos complejos a través de transportadores móviles de electrones, La plastoquínona (Q), con
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su reducción a plastoquinoi (QH2), enlaza PSI! con el complejo del citocrorno bof que a su

vez íníeracciona con el PSI a través de ¡a proteína móvil plastocfanina (PC)

Retomando la idea de la descripción de los componentes de ia reacción luminosa de

la fotosíntesis, el primer eslabón del proceso lo constituye el fotosistema El, el cual involucra la

oxidación de dos moléculas de agua para formar una molécula de O2, proceso que requiere

de cuatro electrones Cada molécula de O2 es producida por un único fotosistema que sufre

la transformación a cinco estadios redox diferentes, Las cinco etapas de la reacción iiberan

en total cuatro protones de dos moléculas de agua en el espacio interno del tiiacoide de una

forma gradual Las evidencias indican que el PSI posee cuatro iones manganeso unidos a

proteína Por lo visto estos iones Mn forman un complejo con actividad catalítica, el complejo

productor de oxígeno {OEC), que une dos moléculas de agua facilitando la formación de O2,

Ei OEC sigue un cicio a través de una serie de estados de oxidación (los estados S, en los

cuales participan probablemente diferentes combinaciones de Mníill), Mn(IV) y Mn(V)), al

tiempo que captura protones y electrones de las molécuias de agua y finalmente libera O2

en el espacio interno del tllacoide, El Ca2+ y ei Cl son cofactores esenciales en la producción

de O2; su ausencia bloquea la oxidación de H2O, si bien no son necesarios para la reducción

de! Mn.

Ei siguiente eslabón en la cadena de transporte electrónico de PSII es una sustancia

conocida como Z, que pasa ios electrones desde el complejo Mnproíeína que escinde al

agua al centro de reacción de PSII La especie que absorbe ios fotones en el centro de

reacción de PSI! se llama P680, de acuerdo con ía longitud de onda de su máximo de

absorción Ei P680+, formado por la excitación de la luz, y que se encuentra entre uno de los

más potentes oxidantes biológicos que se conocen, extrae electrones del H2O por mediación

de Z y de los estados S de OEC La cadena de transportadores electrónicos que se encuentra

del lado reductor de Pó80 está constituida por una molécula de feofrfina a (Pheo a; Chl a

con ei Mg2+ sustituido por dos protones), a la cual P680+ transfiere un electrón,

probablemente a través de una molécula de clorofila a (Chi a), y después a un complejo

plastoquinona--Fe(ll), designado QA Seguidamente, se transfieren dos electrones, de uno en

uno, a una segunda molécula de plastoquinona, Q8, que captura dos protones en fa

superficie estromal de la membrana del tiiacoide A continuación, el plastoquinii resultante,

QBH2, intercambia con el grupo de moléculas de plastoquinona unidas a membrana La
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DCMU, así como muchos otros herbicidas usados habltualmente, compite con la

plastoqufnona por e! sitio de fijación de Qñ en PSIi, explicándose por qué inhiben la fotosíntesis,

Desde e! grupo de las piastoquinonas, los electrones pasan a través del complejo def

citocromo bó-f Este complejo proteico está compuesto por un citocromo f, un cltocromo b6

con dos grupos hemo, una proteína de hierro-azufre [2Fe-2S] y un plastoqulnol unido, El

complejo de citocromo b6-cítocromo f transporta tanto protones como electrones desde el

exterior hacia el interior de la membrana tilacoidal A ia fecha se desconoce ei mecanismo

exacto aunque existen varias teorías ai respecto. No obstante, es claro que el transporte

electrónico a través del complejo de citocromo bó-citocromo f genera buena parte del

gradiente electroquímico de protones que impulsa !a síntesis de ATP,

La transferencia de electrones entre ei complejo deí citocromo b6-f y PSÍ está mediado

por la piastocianina, una proteína periférica de membrana localizada en la superficie

iuminai del tiiacolde El centro redox que contiene Cu, de este monómero móvil de 10,5 kD

sigue un ciclo entre los estados de oxidación Cu[t) y Cu(ll),

El PS!, el fotoslstema de potencial de reducción menor del cloropíasto, es muy

diferente de PSl!, El centro de absorción de fotones del PSÍ, P700, consta probablemente de

un dímero de moléculas de clorofila a La fotooxldaclón de P700 da lugar a P700+, un

oxidante débii que seguidamente acepta directamente un electrón de la piastocianina En

el lado reductor de P700, ei análisis de cambios de! EPR, inducidos por la luz, indica que el

electrón pasa a través de una cadena de transportadores de electrones con un potencial de

reducción creciente El primero de estos transportadores, designado AQ, parece que es un

monómero de Chl a, mientras que el segundo transportador, A!, es probablemente la

ffloquinona (vrramina Kl)

Por último, e¡ electrón pasa a través de tres ferredoxinas unidas a membrana, las

ferredoxinas X, A y B, las cuales contienen agrupaciones de [4Fe-4S],
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Cloroplasto
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ESQUEMA 1.8. Representación esquemática de la membrana tiiacoidal y ios componentes
de! Iransporíe electrónico en !a fase luminosa de la fotosíntesis, Vost, D BIÓCHEMISmY
1990

Los electrones que salen del PSI pueden seguir una de estas dos rutas alternativas:

l,- La mayor parte de los electrones siguen una ruta no cíclica, pasando a una ferredoxina

soluble de 11 kD, Fd, que contiene [2Fe-2S] y que está localizada en el estroma, La Fd

reducida, a su vez, reduce el NADP+, en una reacción mediada por la ferredoxína-NADP*

reductasa de 37 kD, y que contiene FAD como cofactor, rindiendo el producto final de la

reacción luminosa del cloroplasto, el NADPH. -

2- Algunos electrones vuelven desde PSI, a través del cltocromo bó-f, al grupo de las

plasfoquinonas, recorriendo de ese modo una ruta cíclica que transioca protones a través de

la membrana tiiacoidal. Efio explica la observación de que los cloropiastos absorben más de

ocho fotones por cada molécula de O2 producida, La ruta cíclica es Independiente de la

acción de PSII y, por tantos no resurta en la producción de O2.

Probablemente, el flujo cíclico de electrones tiene ia función de Incrementar la

cantidad de ATP producido en relación a ia de NADPH y, de esta forma, permite que la célula

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 futas cíclica y no

cíclica.
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ESQUEMA 1.9. Diagrama detallado de! esquema Z de la fotosíntesis Voet D BIOCHEMÍS7IW 1990

1.2.7,3. Hallazgos en reactividad de RR frente a la fase luminosa

Es importante recordar que eí RR es capaz de afterar el metabolismo del calcio e

independientemente del sistema en estudio esa es una de las primeras observaciones a

realizar.

El calcio en las plantas también posee un papel clave en muchas de las funciones

fisiológicas Por ejemplo, es un segundo mensajero y por io tanto es especialmente importante

en el mantenimiento de la homeostasis celular y en las rutas de transducción de señales88 89,

Por lo tanto, las [Ca2+] citopíásmicas deben estar estrictamente reguladas, La captura o

secuestro de Ca2+ dentro de compartimentos membranales está bien documentada en el

retículo endoplásmico y en las vacuolas88, En estos compartimentos submembranales se han

encontrado dos mecanismos de transporte y regulación: Uno es la bomba Ca27Mg2+-ATPasa,

que es parcialmente regulada por la caimoduiina, como ocurre en muchas de ias

membranas piasmáticas de animales,, Y el segundo mecanismo, de transporte de calcio, se

genera mediante una proteína que transporta activamente calcio y protones mediante un
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mecanismo antíporfe Ca2+/H+ Este transporte en ías plantas está regulado por hormonas, por

¡a gravedad y la luz, por lo cual es bastante sofisticado y se encuentra en estudio.

Se ha encontrado, que el cioroplasto también puede ser utilizado por la célula vegetal

como un reservarlo de [Ca2+]88 **, Existen imprecisiones en los experimentos debido a causas

técnicas, La determinación de fas concentraciones en los compartimentos subcelulares resulta

muy compleja, especialmente porque las variaciones son del orden de /iM9]

Además se ha propuesto que el cioroplasto puede jugar un papel importante en el

mantenimiento de bajas concentraciones de calcio ya que el Ca2+ libre en el estroma regula

muchas enzimas clave involucradas en la asimilación fotosintétfca del CO2, entre las que

podemos mencionar a la fructosa 1,6-btfosfatasa y a la sedoheptulosa 1,7-bifosfatasa92,

además de la NAD^cinasa90

El Ca2+ es también esencial para la generación de O2 por el PSII93 Se sabe

recientemente que ef complejo OEC retiene un Ca2+ por PSíl el cual es Indispensable para la

actividad de producción de O2 La producción de O2 es inhibida a bajas concentraciones de

calcio y se induce nuevamente, restituyendo niveles de Ca2+ 94"96,

Por ío cual la consideración de que los cloroplastos tienen función de reservorio no es

del todo real En este organeio, el mecanismo principal de transporte es el antiporte Ca27H+"v

97, por lo cual existe una interacción entre el transporte electrónico fotosintétfco y este

mecanismo de transporte y regulación Así, la entrada de Ca2+ at cioroplasto debe estar

regulada por su propio metabolismo más que por instrucciones externas91, Nuevamente ha

resultado difícil monitorear con precisión las entradas y salidas de los iones sobre todo porque

la composición iónica y el pH en el estroma es difícil de controlar en cioroplastos intactos,

En cuanto a las investigaciones realizadas con el RR en vegetales tos resultados son ios

siguientes El RR ha sido empleado como aceptor electrónico en PSI98, Los estudios preliminares

indican que el RR inhibe la producción de O2, debido a que actúa sobre alguna de las

proteínas que conforman al PSli que cuenta con sitios de unión para el calcio Se concluye en

el trabajo de Lemieux et a!99, que el sitio de inhibición en el cual incide el RR se localiza antes o

muy cerca del sitio de donación de DCP (p-dlfenilcarbazida), que está entre P680 y Qg"

También se determinó que RR induce cambios substanciales en un polipéptido de 1 ó

KD, al cual se le involucra directamente con el transporte de calcio en el cioroplasto100

Además, se determinó que la adición de RR en fracciones membranales del PSIf no genera Ja

liberación manganeso, como se observa comunmente cuando se ve alterada la constitución

y conformación del aparato fotosintético Se demuestra con estas observaciones que el RR
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inieraccíona con proteínas localizadas en el lado donador de PSH, específicamente con un

poüpéptido extrínseco de 16KD, generando grandes perturbaciones a la superficie que da al

lumen del tílacoide, Inhibiendo así el transporte de calcio e impidiendo su incorporación o

acceso a! complejo generador de oxígeno
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1.3,.- Caracterización y estudio de la reactividad química del rojo de rutenio

1 3,1.- Generalidades

El rojo de rutenio es un compuesto inorgánico sintético descrito por vez primera por

Joly1'01 en 1892 y desde esa fecha se ha investigado ampliamente con ei fin de conocer más

de sus propiedades, estableciéndose como uno de los más famosos compiejos de valencia

mixta de rutenio

Como ya lo hemos mencionado en las secciones anteriores, el RR ha llamado la

atención de los investigadores de diversos campos de la ciencia, tales como el químico,

histológico, bioquímico, por mencionar algunos

Su nombre, según las reglas de la 1UPAC, es cloruro de di-ji-oxo-

bis(peníaamminrutenio{ill))tetraamminrutenio(!V), resurtando mucho más fácil manejar el

nombre rojo de rutenio (RR), como así lo llamaremos en este trabajo.

Joly101 determinó inicialmente ia fórmula del RR como Ru2CI4(OH)2 7NH33H2O y Morgan

y Burstail102, quienes también lo prepararon, establecieron como fórmula del RR,

[Ru(OH}C!{NH3)4JC! H2O Gleu y Breuei103 mostraron discrepancias con la anterior formulación,

pues la especie catiónica generada debía tener un momento magnético efectivo de 2 MB y

ser además virfuaimente Incoloro, mientras que el RR es una especie diamagnética y

además muestra una intensa coloración

Fletcher y colaboradores104 propusieron que el RR es un complejo iónico polinuclear

constituido de 3 rutenlos de valencia 3+ y 4+ unidos mediante puentes oxo y

hexacoordinado con grupos amlno, que además posee cloruros como contraiones, Ftetcher

y colaboradores se interesaron mucho en el RR porque observaron que el diamagnetismo y !a

intensa coloración de muchos complejos de rutenio se debían a su naturaleza polinuclear,

También demostraron que el comportamiento de esle compuesto era típico para un

complejo trinucfear de rutenio, que ia estructura trimérica de ese compuesto no mostraba

coordinados halógenos, y que al calentarlo se liberaba amoniaco, el cual fue cuantificado,

encontrándose que, coordinados a ios tres átomos de rutenio, se encontraban 14 átomos de

nitrógeno Con estos resultados, los autores establecieron la primera fórmula estructural del RR

(ESQUEMA 1.10), en donde los átomos de rutenio se encontraban unidos mediante dos

puentes oxo, satisfaciéndose así hexacoordinación de los átomos de rutenio,
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ROJO DE RUTENiO
ESQUEMA 1 10 Fórmula estructura! dei rojo de ruíenio

Ei coeficiente de extinción molar de! RR determinado por estos investigadores fue de

21,000 M ĉnrv1 con una banda de máxima absorción localizada a 532 nm Otra evidencia

para considerar a la estructura dei RR como trlmérica fue que su oxidación reversible en

medio ácido a una especie café relacionada requería de 0.33 equivalentes de oxidante por

átomo de rutenio10\ hecho que los llevó a proponer que el café de rutenio {CR), producto de

la oxidación del RR, posee una estructura trinuclear similar

J M, Fietcher y colaboradores determinaron finalmente que la fórmula mínima del RR

es [Ru3O2(NH3)14}Ci64H2O con un peso molecular de 858 42 g/mol, También concluyeron que

la valencia del complejo es ó+, pues el número de oxidación promedio de cada uno de los

tres átomos de rutenio es de +10/3; mientras que para el café de rutenio (CR), de estructura

muy similar, el número promedio es de 11/3, valencia confirmada por mediciones de

conductividad y experimentos de cromatografía de intercambio iónico124 Incluso

concluyeron que en este compuesto la distribución electrónica involucra enlaces K (pi) lo cual

no resulta mtjy común tratándose de compuestos de carácter inorgánico, Sin embargo,

existe cierta oposición a esta hipótesis, pues se determinó por estudios preelimlnares

empleando Móssbauer105, del RR, que la carga de los tres átomos de rutenio se encontraba

totalmente localizada

1,3.2,- Síntesis del rojo de rutenio

Además de realizar la caracterización química y una ruta de síntesis detallada del rojo

de rutenio, Fietcher y colaboradores104 dan una posible explicación dei mecanismo de síntesis

de este compuesto.

Se parte de RuC!3 nH2O, el cual se mantiene en una solución amoniacal durante un

par de días formándose [Ru{NH3)6]Cl3, ei cual se oxida en presencia del oxígeno del aire, para

formar el RR, el cual es posteriormente purificado medíante varias recristalizaciones.
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Otra ruta de síntesis que se puede encontrar en la literatura, menciona la reacción de

RuCI3
106 en etanoi con ácido ascórbico a 85°C por tres horas, reducción del volumen y

tratamiento con amoniaco por 1 h a 90°C, que en presencia de oxfgeno produce e! RR

1 3 ,3- Propiedades óxido reductoras

Mucho se sabe ya sobre sus propiedades de óxido-reducción104 105 107 108 109 "° n i , Es

conocido que el catión del RR es fácilmente oxidado a CR (ESQUEMA 1 11), el cual posee un

número de oxidación promedio de cada átomo de rutenlo de +11/3, Este CR es reducido

reversiblemente al RR De ía anterior evidencia se propuso que el CR posee la misma fórmula

estructural del RR, con la diferencia de que uno de los átomos de rutenio(íll) en el RR cambia

a un estado de oxidación de (IV) en el CR

NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

\llf/ \ ¡ V / \ iv /
H3N Ru O —- R u — O — R u NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

CAFÉ DE RUTENIO
ESQUEMA 1.11. Fórmula estructural del café de rutenio

Las medidas de susceptibilidad magnética que Fletcher y colaboradores104 realizaron,

dieron los siguientes resultados: j%~1 13 MB por átomo de rutenlo para e! caso del CR,

mientras que para el RR estos autores encontraron un ^ de 0.77 MB. Considerando que ios

valores absolutos de ios momentos no eran significativos en términos de electrones

desapareados, determinaron ía diferencia existente entre el \¡^ de los tres átomos de rutenio

del rojo y el café de rutenio [3(1 13-0 77) - 1 1 MB], encontrando que el resultado era

consistente con la carga extra que el CR tiene respecto del RR

También estos autores determinaron que ía oxidación por el oxígeno del aire de! RR en

solución de HC10,1 N, después de 24 horas sólo era de 20%, por lo que dedujeron que es un

proceso lento Sin embargo, en solución 2N se oxida rápidamente

Finalmente Fletcher y colaboradores104 explicaron que la velocidad de oxidación se

veía favorecida en condiciones en las cuales se tiende a remover el agua de solvatación de!

catión, taies como el calentamiento del sólido o la extracción con disolventes orgánicos de

soluciones acuosas de rojo de rutenio,

Los mismos investigadores, al estudiar la naturaleza del café de rutenio determinaron

que el catión era fácil y reversiblemente reducido al rojo por ia acción del ion hidróxiío.
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Lo anterior motivó una serie de experimentos ya que se observó que el ion OH era

inusualmente fácil de oxidar en presencia del café de rutenio, incluso se dijo que esta inusual

reactividad era producto de varias circunstancias favorecedoras Primero que ¡os grupos

amino coordinados al átomo de rutenio tenían un carácter no ácido y una muy pobre

labilidad, lo cual impedía la coordinación de los grupos hidroxilo al átomo de rutenio Una

segunda circunstancia favorecedora la constituía el hecho de que el rutenio es un metal que

ha mostrado tendencia a formar especies con número de coordinación 7112, También se

estableció que la molécula de RR, al poseer orbitales de antienlace vacíos, era capaz de

aceptar la densidad electrónica proveniente del "OH Incluso se consideró que la vecindad

de los átomos de rutenio con el oxígeno favorecía la formación de un ligante dloxlgenado e

incrementar la estabilidad de las especies intermediarias,

Estudios posteriores107 realizados por Earley y Fealey describieron la evidencia

experimental y del análisis de ésta se determinó que la reacción podía representarse de la

siguiente manera:

w \ / \ /
- Ru—-O —Ru — O — Ru— NH.
/ \ / \ / \

NH3NH3

7 +

3 3 S a 3 3
w \ / \ /

NH3 - Ru—O —Ru O - - Ru—NHft

/ \ / \ / \
NH3NH

\ / \ / \
NH N H N H

3

café de fufenio rojo de

ESQUEMA 1,12 Reacción de reducción del café de rutenio

Estos estudios sirvieron para confirmar que la reducción del CR al RR requería de un

electrón, como anteriormente io mencionara Fletcher en su trabajo Además, se estableció

que la posibie reacción involucraba la formación de un intermediario p.-peroxo (ligante

dioxigenado) tal como [(NH3)5RuORu(NH3)4(OOH)Ru(NH3)5]
6+ el cual se descompone

rápidamente, liberando oxígeno molecular incluso se encontró que la oxidación del rojo al

café no se veía modificada por la presencia de iones H+

Mucha de la evidencia experimental apoya el hecho de que ía reacción de

reducción sigue un mecanismo especial que involucra la formación de un intermediario muy

similar al RR105 (de un grupo ja-peroxo por un grupo [i-oxo) lo cual lo hace muy difícilmente

detectable tanto en los bandas de máxima absorción como ios picos de relativamente baja

absorción del espectro UV-Vls Para que esta reacción de reducción se lleve a cabo se

supone el ataque nucleofílico del hídroxlio al átomo de rutenio central del CR, Este
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Intermediario puede ser un peróxido del rojo de rutenío o una especie con un átomo de

rutenio heptacoordinado

En tal publicación se determinó que especies corno el [Ru(NH3)óf* o eí [Ru(H20)6]
3+

catalizaban la reducción del CR al RR,

En un estudio posterior realizado por Earley, Bignetti y Chaíüpoyi108 se confirma que la

reacción de reducción es un proceso de segundo orden con AH* = 19 cal/mol, descartando

la generación de oxígeno durante ia reducción e informando ia evidencia de especies

poliméricas y dimérlcas de rutenio como subproductos, regenerables a CR o RR. Se

menciona también la suposición de ia formación de una especie trimérica relacionada al RR

y al CR cuyos tres rutenios tiene estado de oxidación de 4,

Los resultados experimentales llevaron a Bignetti y colaboradores a proponer que las

posibles especies formadas durante la reducción del CR podrían ser RuO4
2' o RuO4 Se

proporciona incluso evidencia del especiTo infrarrojo de la formación de'derivados^pxíqfddps

del nitrógeno coordinado al metal, como son los derivados nitrosilados, • ~v\ • ;; .; , ;

La propuesta establecida en ese momento está acorde a la siguiente estequíometría

de ¡a reacción de reducción,

8[(NH3)5RuORu(NH3}4ORu(NH3)5]
74 +• 4H2O +• óOH-

7[(NH3)5RuORu(NH3)4ORu(NH3)5f
+f3RuO4

2- 4- 14NH +
4

Incluso mencionan que el mecanismo de reacción comprende el ataque del grupo

hidroxiio al RR y la formación de intermediarios altamente relacionados al CR que involucra

hidroxilamlna coordinada, Intermediarios propuestos en sistemas relacionados113.

En el trabajo de Fíetcher y colaboradores se menciona brevemente ia existencia, en

las muestras aún sin purificar (del rojo de rutenio sintetizado por ellos), de una pequeña

impureza que presentaba un máximo de absorción en 725 nra el cual actualmente se

conoce como violeta de rutenio104 dado que presenta una composición similar a la del RR

con la diferencia de que eí estado de oxidación de cada uno de ios núcleos de rutenio es

de (IV), Este compuesto tampoco ha podido ser caracterizado cristalográficamente, pero se

sabe que la fórmula estructural puede ser como se muestra a continuación;
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NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

\¡v/ \iv/ \iv/
H3N Ru O — R u — 0 Ru NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 HJH3 NH3 NH3 NH3

VIOLETA DE RUTENIO
ESQUEMA 1,13. Fórmuia estructural del violeta de rutenio

8+

1.3.4.- Estudios de difracción de rayos-X del rojo de rutenio y análogos

1.a primera estructura de rayos-X del rojo de rutenio fue publicada por Sterilng114 en

1970, con serias discrepancias entre ios resultados químicos experimentales y las conclusiones

a las que este investigador liego (ESQUEMA 1,14),

ESQUEMA 1.14, Estructura propuesta para ei rojo de rutenio por Slerling Amer. J. Boí 57(2j;172-
1751970

Posteriormente P Srnith y colaboradores determinaron ia estructura de rayos-X de un

análogo dei rojo de rutenio115

En dicho trabajo establecen la estructura cristalina de un análogo dei RR con

efilendiamina coordinada, además de determinar todos los parámetros, confirmando de

esta manera ias aseveraciones hechas por Fletcher y colaboradores sobre ia estructura lineal

del RR,

Este derivado altamente relacionado aí RR cristaliza en el grupo espacial P21/c (C2A
5)

dei sistema monoclínico con dimensiones de la celda unitaria de a=8,788(1 JA,

b-n.470(l)Á, c^ 14,689(1 )Á, (3=106,29(10)° yZ=2. Las densidades observadas y calculadas

son de 1,93 (2) g/cm3 y 1,91 respectivamente La celda unitaria contiene tres unidades

triméricas. La estructura se determinó de 2,559 reflexiones independientes, encontrándose un

factor R=ü 054,

Ei catión es un ion triméríco iineai centrosimétrico que contiene tres átomos de rutenio

enlazados por puentes oxo, Ei enlace Ru-N tiene una longitud entre 2,12 y 2,21Á En dicho

análogo el átomo de rutenio central está coordinado a dos moléculas de etilendiamina. La
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conformación de la etilencíiamfna es similar a ia encontrada en otros complejos Las

distancias de enlace Ru-O son de 1.850(4) y 1 891(4}Á para los átomos de rutenlo terminal y

central, respectivamente Esta diferencia es estadísticamente significativa, pero no es

considerada como un indicador de ia iocalizaclón de ios estados de oxidación de los átomos

cíe rutenio (W, IV, lli) l.a estructura molecular propuesta de dicho compuesto se presenta a

continuación:

N3

N3

ESQUEMA 1,15 Estructura molecular de) catión [(NH3)5RuORu(©tílend¡amina)2ORu(NH3)Bj6+

Smitn, P M , Foaley, T, Eariey, J E y Silverton, j V inorganic Chemistry, 10(9), 1971

La geometría de coordinación de cada uno de los átomos de rutenio en ía estructura

es octaédrica Muestra además un pequeño desplazamiento de ejes entre el rutenio terminal

y central de aproximadamente 44 grados. Se presenta la mayor distancia de enlace Ru-N

con Ru-N(4), que puede atribuirse a un pequeño efecto frans ejercido por ei oxígeno

Años más tarde, en 1980, se reportó la estructura cristalina del catión dei RR y ttosulfato

como contraion (ESQUEMA 1,16), En dicho trabajo desarrollado por C,T, Carrondo, W P

Griffith, J, P, Hall y A C, Skapskl116 se concluyó por segunda vez la existencia del esqueleto

lineal N-Ru-C> Ru-ORu-N formado a partir de tres átomos de rutenio hexacoordínados,, Estos

autores plantearon que el RR, con cloruro corno contraion, no puede cristalizar debido ai

pequeño tamaño de ios cloruros respecto al tamaño del catión y por esta razón ellos

cambiaron el contraion favoreciendo la cristalización de tal compuesto. El hecho a resaltar es

que experimentaimente la cristalización del RR y de ios análogos, ya sea resultado de

oxidación o producto de sustitución de ligantes, es un proceso bastante complicado que se

ve influenciado por muchos factores

En dicho trabajo se concluye que e! RR con tiosuifato como contraion presenta una

estructura cristalina monoclínica con dimensiones de la celda unitaria de a=15.128(4),

b=1ó 588{2), c^ló,057(2)Á; [3=121 72(2) a 13 °C, y un grupo espacial P2i/c. El compuesto

presentó dimensiones de ia celda variables, aparentemente reversibles por exposición a los
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rayos-X. En este trabajo se llevaron a cabo un tota! ele 3,453 reflexiones Independientes que

fueron medidas a 9= 50°, de las cuales 1,062 resultaron inservibles para los propósitos del

análisis, conR=0,095,

La estructura, mostrada al final del párrafo en el ESQUEMA 1.16, presenta varios puntos

en común con las anteriores determinaciones por rayos-X. Una estructura prácticamente

iineal, aun cuando el giro de los enlaces Ru-N ecuatoriales se presenta sobre el átomo de

rutenio terminal, prácticamente de la misma magnitud, 45 grados,

ON

ESQUEMA 116.. Estructura molecular del catión RR, |(NH3)5RuORü(NH3)4ORu(NH3)5]ó+ Carrondo
C T, Grjffith W P, Hall J P & Skapski A C, Biochimlca &t Biophísica Acta, 627,1980:332-334

1 3.5. Espectroscopia Móssbauer117118

Esta espectroscopia difiere de! resto de las espectroscopias en varios sentidos, Las

transiciones que se generan se efectúan en el núcleo y por tanto implica emisión y absorción

de radiaciones gama y los problemas asociados en ei trabajo con radiación de ionización,

Básicamente, se trata de una absorción resonante de rayos y, provenientes de núcleos

excitados, con vidas medias del orden de 106 a 1010 segundos. Las principales aplicaciones

a la química se basan en la interacción hiperfina entre los niveles nucleares y ios electrones

extranucleares Es decir, se obtiene información relacionada a la estructura electrónica,

midiendo cambios en la estructura nuclear

Tres son ios parámetros que suelen medirse y que aportan información de tipo

estructural: 1} el desplazamiento químico o isomérico, 5; 2) ef desdoblamiento cuadrupofar

(AQJ y 3) los desdoblamientos magnéticos hiperfínos (AH). El desplazamiento químico

depende del hecho de que los espaciados entre ios niveles energéticos del núcleo

dependen de su entorno químico (en realidad, sólo los electrones s tienen una densidad finita

sobre el núcleo, y el valor de 5 nos proporciona información acerca de ese valor o,

eventualmente, acerca del efecto que los otros electrones del átomo tienen sobre la

densidad de electrones s), Es decir, la magnitud 8 contiene información en torno a la
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estructura electrónica y eí eslaclo de oxidación del eíemento así como sobre la capacidad

deslocalizadora de ios electrones de los ligantes.

Como el núcleo no es necesariamente esférico, posee un momento cuadrupolar Q, el

que puede alinearse con respecto al gradiente de campo eléctrico,. Tanto ía asimetría en la

distribución electrónica, como las distorsiones en ía esfera de coordinación de! núcleo,

afectan a la magnitud de AQ, la que, por lo tanto, comprende también una importante

cantidad de información estructural, Las interacciones magnéticas hiperfinas, se pueden

detectar cuando los niveles nucleares son desdoblados por un campo magnético {efecto

Zeeman nuclear).

El espectro Móssbauer del RR y del CR (ESQUEMA 1.17) muestra dos dobletes en las

posiciones esperadas para Ru{lll) y Ru(fV), con relación 2:1 y 1:2 , respectivamente119 y se

muestra a continuación:

ROJO DE RUT EN 10

CAFÉ DÉ ramwo

1-0 -0-5 O *0"5

VELOCIDAD
-1

ESQUEMA 1.17. Espectros Móssbauerdef RRy CR, Secícíon, E A ySeddoa K R The Chemisfry oí
Ruthonium. 1984, Elsevier Science Publishers The Neihertands
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1.3.6.- Espectroscopia electrónica

La solución acuosa del RR es roia intensa, perceptible a concentraciones incluso

menores de 1 ppm, Las soluciones del CR y VR son un poco menos intensas Los espectros

UV-Vis se muestran a continuación:
Ó
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532

- Rojo de rutenio
- Café de ruíenio
- Violeta de ruíenio

300 900 1000400 500 Ó00 700 800

LONGITUD DE ONDA ínrrrt

ESQUEMA 1 18. Espectro eíectrónico del rojo de rutenio y sus anáiogos por oxidación104'19 2

Los detalles de los espectros de estos compuestos se resumen en ia TABLA 2:2 '1 9

TABLA 2. Bandas principales en CR yRR

532 nm fs=21000 L moT1 cnr 460 nm (s^23800 L mor1 cm'!]
356 nm {E^O300 L moT] cnr1] 1 360 nm (s-14100 L mor1 cm'')"

También existen datos del compiejo de etiiendiamina (en] sustituida en el RR, que se

concentran en la TABLA 3:

TABLA 3 Bandas principales del espectro electrónico de un análogo por sustitución de
ligante en_RR ̂  ^

800 nm'(e^700 L moi'1 cm-1

538 nm (s=818001 mor1 cnr1)
380 nm fs^6400 L mor
240 nm (s=3400 L mor1 crn'1)

Solución básica

1370 nm (s= 1700 L moi-1 car1)
900 nm (s=1800 L mor1 cm'1)
467 nm (s=46100 L moi'1 crn1)
369 nm fs^140QO L moi'? cm'1)
250 nm (s=280Q L mor1 cm'1)

Solución acida

Los espectros de los fres compuestos tienen diferencias importantes entre sí, io cual tía

permirido emplear esta técnica para su estudio e identificación Ya que el RR y sus análogos
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son intensamente coloridos la medición espectrofotoméfrica en la región visible y UV, arroja

importantes ciatos sobre la estructura, pureza y reactividad química de estos compuestos,,

De tos datos anteriores es importante resaítar los altos coeficientes de extinción,

atribuidos principalmente a su peculiar naturaleza polinuclear104.

En ía literatura2 se informa que (as soluciones acuosas del rojo de rutenio y sus

análogos, son inestables por lo que se recomienda el uso de soluciones de acetato de

amonio a pH 7,0 como disolvente para realizar ias mediciones espectrofotométricas, aí cual

el rojo de rutenio y sus análogos se mantienen estables por largo tiempo, Sin embargo,

nuestra experiencia nos indica que en agua a pH=ó son estables durante días

(descomposición del 12% al cabo de 72 h), incrementándose la vida media si se mantienen

las soluciones a bajas temperaturas (descomposición del 1% al cabo de 72 h a 5°CJ, Por él

contrario, se sabe que soluciones más alcalinas a las de amoniaco provocan la

descomposición del rojo de rutenio.

Se ha determinado2 que ei rojo de rutenio es más estable en soluciones acidas

generadas por ácidos orgánicos, tales como ei acético, Sin embargo, a pH's menores, como

los generados por ácidos minerales, el rojo de rutenio es casi instantáneamente oxidado al

café de rutenio

Fietcher y colaboradores104, presentaron ios espectros tanto dei rojo como de café de

rutenio, posteriormente Luft presentó estos espectros muy similares a ios anteriores y fue capaz

de purificar el violeta de rutenlo y determinar su espectro UV-Vis,

Lufl2 detectó una serie de impurezas y subproductos en las muestras comerciales de

rojo de rutenio y reaiizó una completa caracterización, mediante espectroscopia de

absorción electrónica, de éstas. Por ello líneas antes, ie atribuimos a esta técnica, potencial

capacidad de identificación de pureza.

En el estudio realizado por Luft a una gran cantidad de muestras de rojo de rutenio

procedentes de diferentes casas comerciales, se encontró finalmente que existían

predominantemente como impurezas:

a) café de ruíenio d] cloruro de nitroslirutenio{iii)

b) cloruro de hexaammínrutenio(lü) e) violeta de ruíenio

c) cíoruro de cloropentaamminrutenioíliij

Los espectros electrónicos de las impurezas se presentan en el ESQUEMA 1,19:
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ESQUEMA 1., 19 Espectro ©tectónico de las principales impurezas presentes en muestras de rojo
de rutenio comerctai

1.3.7. - Cálculos moleculares

Se han calculado los orbitales moleculares para el RR y el CR que son similares a los

orbitales moleculares de la especie dinuclear [RiisOCy4" Las bandas más intensas del RR y

CR, localizadas en 532 nm y 460 nm, son producto de la transición electrónica asignada

como n~»7t* (eu--»eg), que involucra a los orbitales moleculares metal-oxígeno

deslocalizados109'719120

El esquema de orbitales moleculares original fue establecido para el CR por J0rgensen

yOrgei120(ESQUEMAl,20),,

Para la determinación del esquema de orbitales moleculares se consideró que el CR y

RR poseen simetría D4fv Dada la estructura lineal del esqueleto completo, los átomos de

oxígeno puentes tienen una hibridación sp, Los dos pares de electrones no compartidos de

cada átomo de oxígeno ocupan un grupo de orbríaies e.

En el grupo espacial D^, los cinco orbitales del átomo de rutenio central se degeneran

en los orbitales a l g (d/), b lg ( d j , b2g (dx%
2) y eg (d^ cy, Por otra parte, los átomos de rutenio

terminales tienen una simetría local C4v, y por tanto los cinco orbitales d se desdoblan en los

grupos a^d/}, b2(dx%
2}, b ^ ) y efcí^
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El sistema de enlaces o de la molécula, hace uso de los orbitales sp de ambos

átomos de oxígeno, de los orbitales d ^ 2 y dz
2 de los dos átomos de rutenio terminal, de tos

orbitales úz
2 y d^ del átomo de rutenío central y obviamente de los orbitales a de cada uno

de ios 14 átomos de nitrógeno y ios orbitales s y p de los tres átomos de rutenio.

El traslape de los orbitales e del oxígeno y ¡os orbitales efd^ y cy de los átomos de

terminales da origen a dos orbitales a cada lado de la molécula, que son:

e'=e(Ru)fe(O)
e« e(Ruje(O)

en donde € corresponde al orbital de enlace del enlace Ru-O y e' corresponde ai orbital de

antienlace

Los orbitales e de cada extremo de la molécula pueden combinarse a través de ios

orbitales e(dtí y c y del átomo de rutenio central o con los orbitales p de enlace o del mismo

átomo Debido a que los orbitales e de! átomo de rutenio centra! son de tipo g con respecto

al centro de inversión, solamente las combinaciones g entre estos orbitales son factibles De

tal forma las tres posibles combinaciones g son:

eg*=6'-e-e' (antieniace)

V + e - € f

e + e - 6

e0 '=e -e € (enlace)

La formación de los orbitales moleculares u respecto del centro de inversión del catión

requiere el uso del sistema de orbitales p del átomo de rutenio centra!; estos orbitales p se

encuentran además involucrados en el sistema de enlace a, Ru(cenfral}-N. De esta forma los

orbitales e pueden combinarse de manera similar para dar origen a ios orbitales moleculares

de eníacee^e'- f-e'yej ' -e+e {enlace). Los orbitales b, de ios átomos de rutenío terminales

se encuentran en e! mismo plano de ios orbitales a del enlace Ru(centraf)-N (xy.z) y se

combinan para formar los orbitales moleculares blg=b,-i-b1 y biu=br-b1, El orbital b2 del

átomo de rutenio central, se encuentra a lo largo de ios ejes xy y no hay traslape con el grupo

de los orbitales b1( de tal forma que por si mismo constituye un orbital molecular, El esquema

generado tanto para ei RR como el CR se presenta a continuación:
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CAFE DE RUTENIO £ E ROJO DE RUTENIO
kK

**n U ——— .-
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ESQUEMA 1.20 Esquema de orbitales moleculares para ios cationes triméricos RR y CR
Los orbitales llenos se han omitido La escala energética es consistente con los
espectros

La banda principal en la región visible del espectro de RR se asigna a ía transición

e gVe u El esquema explica también el carácter diamagnético del RR,

También J0rgensen y Orgen120 fundamentan que la estabilidad de! esqueleto

mayoritariamente lineal se debe a enlaces de tipo n entre los orbitales t2g de ios átomos de

rutenio y los orbitales %, de naturaleza 2p pertenecientes a ios átomos de oxígeno

1,3,8- Espectroscopia vibracional

En cuanto al espectro infrarrojo dei rojo de rutenio es importante notar que se observan

claramente todas ias bandas de vibración de los grupos amlnos121, a decir, la de elongación

asimétrica del enlace N-H, que se localiza a 3,230 cm1 ; ía banda de deformación

asimétrica del enlace N-H, en 1,620 cm1; la banda de deformación simétrica localizada

aproximadamente a los 1,300 cm1 ; y finalmente la banda de deformación tipo "rocking" a

ios 800 cm'1,

También mediante 3a espectroscopia de infrarrojo se establecieron las diferencias

entre ei café (como nitrato y sulfato) y el rojo de rutenio (como cloruro). Ei complejo rojo

hidratado difiere dei complejo café en dos aspectos. Primero, ía banda a 3,477 cm1,
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asignada a la vibración de elongación del agua en el rojo de alíenlo, se encuentra

desplazada a 3,361 cm ' en el nitrato de cafó de rutenío y a 3,380 cnrv1 en el sulfato de café

de rutenio En segundo lugar, las bandas de deformación simétrica y "rocking" de los grupos

amlno en el rojo de rutenio presentan sóbretenos a bajas frecuencias las cuales sufren

desplazamiento luego de deuteración104, de 1,295 a 1,056 y de 1,276 a 976 cm1 104 no

detectabies en e! CR con nitrato o sulfato como contratan También es importante anotar las

bandas características de vibración del enlace Ru-O, que se muestran en ef RR a 805 cm"1

aproximadamente y en 820 cm ' para et CR,

Se ha Informado el estudio medíante espectroscopia Raman122 de la aparente utilidad

que ei RR tiene, ya que cuenta con propiedades singulares para su estudio, el hecho de

enlazarse a macromoléculas biológicas de manera más o menos específica y de poseer una

banda con un alto coeficiente de extinción en ia región visible del espectro

electromagnético, io cual lo habilita como una sonda espectroscopia

Se encontró que en los espectros Raman dei RR se generan cambios sustancíales

luego de su adición a soluciones contenedoras cíe atrapadores o quelantes de iones Ca2+,

Además, se observó que la adición de calcio a ia soiución de rojo de rutenio y atrapador de

calcio, revertían los cambios generados en los espectros Raman, A pesar de que los cambios

en la frecuencia de absorción son muy pequeños, después de su enlace al sitio de unión del

calcio en las diferentes moléculas, éstos permiten identificar el tipo de unión, es decir, el

cambio en el espectro, ya que ei desplazamiento en ia señal permite distinguir cuando ei

rojo de rutenio se enlaza a sitios de unión proteicos o fosfoüpídicos de las membranas de los

organelos

En cuanto a sus propiedades de susceptibilidad magnética, Gleu y Breuel103

informaron que el rojo de rutenio es una molécula diamagnética, En cambio las pequeñas

impurezas de derivados del rojo de rutenio nitrosilado123 124, que se encuentran en e! RR

comercial, generan el paramagnetismo observado en las muestras y que iniciairnente se

consideraba propio dei RR,

Además, se determinó que esta molécula de RR diamagnética se convierte en

paramagnética por procesos oxidatívos dependientes del pH, en solución, io cual brinda una

magnífica oportunidad para tratar de entender un poco más de la reactividad química de

este tipo de compuestos.
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También se ha estudiado al RR como posible compuesto "sonda" en ios estudios con

resonancia magnética nuclear Es decir, combinando las propiedades tintoriales del RR en

microscopía electrónica y sus características magnéticas, puede ser útil para localizar átomos

particulares en el espacio (en este caso rutenio) mediante la microscopía electrónica y

encontrar moléculas asociadas con estos átomos de rutenio, usando la perturbación de los

espectros de resonancia magnética nuclear por tales sondas, Se pensó idealmente que la

combinación de estas técnicas permitiría rastrear y localizar moléculas en el espacio125 De

estos estudios finalmente se concluyó que era posible observar la preferencia de unión del RR

a estructuras como polisacárídos y fosfolípldos, especialmente la fosfatidíletanolamina, ia

cardíollpina y ef fosfatidilinositol Así, el RR mostró ser particularmente útil como sonda de sitios

de unión de políaminas en ios diferentes compartimentos celulares,
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

Objetivo General

Afinar la caracterización cíe los compuestos análogos al rojo ele rutenio y aportar nueva

evidencia respecto a ¡a reactividad química y biológica de este tipo de compuestos

Objetivos Particulares

1) Purificar y caracterizar a los análogos café de rutenio y violeta de rutenlo

2) Purificar a los análogos del RR producto de la sustitución del ligante,

3) Obtener una estructura cristalina.

4) Sintetizar compuestos trinucleares de rutenlo empleando una nueva metodología.

5) Caracterizar a los productos de esta síntesis.

6) Sintetizar y caracterizar compuestos mononucieares de rutenio trísustítuidos con

fenantroiina y blpirldlna para emplearlos como herramienta de anáfisis de los

trinucleares de rutenlo,

7) Probar la actividad biológica de los compuestos sintetizados y purificados en

cloroplastos de espinaca (Spínacea olerácea),

8) Establecer la relación estructura-actividad biológica
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- Reactivos para ia síntesis química

Para ia síntesis de los análogos al RR, producto de la sustitución del ligante, se

emplearon como materias primas los siguientes reactivos: rojo de rutenío (cloruro de dl-^-oxo-

bis(pentaammfnrutenio(IH))tetraamminrutenio(IV)J, 1,10-fenantrolina monohidratada,

hexafluorofosfato de amonio y sulfato de calcio obtenidos de Aldrich Chem. Co, Un lote de

fenantrolina se obtuvo también de Maillnckrodt En lo que respecta a los disolventes el

metano! anhidro grado reactivo (>99%), éter etílico (>97%) y el etanol anhidro grado

reactivo (>99%) se obtuvieron de Merck o Aídrich Chem Co,

Para la síntesis alterna de los análogos de RR a partir de mononucfeares, los reactivos

empleados fueron: complejos de rutenlo sintetizados durante este trabajo de tesis, nitrato de

plata (USP), ácido nítrico (>99 5%), solución de peróxido de hidrógeno al 30% (p/p) y

perclorato de sodio (98-102%), todos ellos de Aidrich Chem. Co.

Para la síntesis de los análogos al RR, producto de oxidación, los reactivos empleados

son: amoniaco (26% NH3), cloruro de amonio y ácido nítrico {>99 5%) que se obtuvieron de

Aídrich Chem Co El hidróxido de amonio e hidróxído de sodio (perlas), se obtuvieron de la

casa comercial J T Baker, Finalmente el carbonato de amonio grado reactivo se obtuvo de

Mallinckrodt El éter etílico (>97%) se obtuvo de Merck o Aldrich Chem, Co

Para ¡a purificación cromatográfica del RR y análogos se emplearon RR, formiato de

amonio (>98%), cloruro de amonio (>98%) y la resina intercambiadora aniónica DEAE-

ceílulose de Aidrich Chem Co , análogos al RR sintetizados como parte de este trabajo de

tesis y la resina intercambiadora catiónica CM-52-ceüutose de Whafman,

Finalmente en la síntesis de los mononucleares disusffluldos de rutenio se empleó

cloruro de rutenío(fíl), 1,10-fenantroiina monohidratada, 2,2'-bipiridina (99+%),

acuapentaclororutenato(ll) de potasio y cloruro de litio, todos ellos de Aldrich Chem, Co, Se

emplearon también dimetilformamida (99.8%) , éter etílico (>97%) y acetona (>99.5%) de

Merck,
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3,2,,- Técnicas y equipos utilizados

Análisis elemental: Las determinaciones del contenido de C, H, N, Cl y P fueron realizadas en

un microanaiizador elemental, en los laboratorios Christopher Ingold del "Universrly College

London" de la Universidad de Londres, Inglaterra, También se empleó un microanallzador

Fisons Instruments Modelo EA 1108 de la USA!, en la División de Estudios de Posgrado de ¡a

Facultad de Química de la UNAM

Espectroscopia infrarroja: Medio: Los espectros de infrarrojo de los compuestos, en pastillas

de KBr, en e¡ intervalo de 4,000-450 cnrv1, se obtuvieron con el espectrofotómetro Perkin Elmer,

modelo 599 B en la USAI en la División de Estudios de Posgrado de la Facultad de Química de

¡a Universidad Nacional Autónoma de México. Lejano; Los espectros de infrarrojo de los

compuestos en el intervalo de 650-45 c m \ se obtuvieron en pastillas de KBr, con el

espectrofotómetro Nicolet 740 FT-IR del Departamento de Química Inorgánica de la Facultad

de Química en ¡a Universidad Nacional Autónoma de México.

Resonancia magnética nuclear: Los espectros de RMN-' H, RMN-13C, RMN-19F y RMN-31 P a 300

y 500 MHz en DMSO deuterado se obtuvieron a temperatura ambiente en un equipo Varian

VXR 30-S, del Instituto de Química y en un equipo Varían Unity ínova, en la USAI de la Facultad

de Química de ía UNAM, Para los espectros de RMN-]H y RMN-13C se empleó TMS como

estándar de referencia interna, Para la RMNJ9F se utilizó como referencia el ácido

trifluoroacético Finalmente en la RMN-31 P se usó ácido fosfórico como estándar de referencia

Espectroscopia electrónica: Los espectros UV-Vis de los compuestos sintetizados y del rojo de

rutenio se obtuvieron en un espectrómetro Hewlett Packard 8452, en solución acuosa

empleando celdas de cuarzo de 1 cm de paso óptico

Los espectros en estado sólido (reflectancia difusa) se obtuvieron a temperatura ambiente en

un equipo Varian Caiy 5E UV-Vis-NIR

Conductancia molar: Las medidas de conductancia molar de los nuevos compuestos

sintetizados se hicieron en soluciones acuosas a 25°C en el Conductímetro de Hanna

Instruments modelo Hl 8033

Determinación del punto de fusión: Las determinaciones del punto de fusión se realizaron en

un aparato de puntos de fusión Fisher-Johns, modelo 4020,

Determinación de pesos moleculares mediante la técnica de cromatografía de

permeación en gel: Este estudio fue realizado en el Instituto de Materiales de la UNAM, bajo la

dirección del Ingeniero García León Las determinaciones se hicieron a 308,7 K en un equipo

Millipore Waters Associates con columnas de Ultrasíyragel de 500 Á y una columna lineal de
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102 a 106 Á, empleando N-dlmelilformamicta como eluyeníe y un estándar de potiestireno. El

equipo cromatográfico está acoplado a un refractómetro diferencia! Miflípore Waters 410 y a

un módulo de registro de datos marca Waters, l.a curva de calibración se obtuvo con 11

estándares, 500, 2000, 4000, 9000, 35000, 110000, 2Ü00Ü0, 400000, 900000, 2A10óy2 7*10ó

Da,

Análisis termogravimótrico: Los análisis por TGA fueron obtenidos en el equipo Universal V3 0G

TA instruments, def Instituto de Materiales, por fa Química Carmen Vázquez Ramos, a ias

velocidades de calentamiento de 5, 10 y 50 °C/min desde 25°C hasta 325 °C, en atmósfera

de nitrógeno

Espectrometría de masas: Los espectros de masa FAB, se obtuvieron utilizando una matriz de

alcohol 3-nitrobencílico, en el modo ion positivo en un instrumento JEOL JMS-SX102A

operando con un voltaje de aceleración de 10 KV, en la USAI de la División de Estudios de

Posgrado de la Facurrad de Química en ia Universidad Nacional Autónoma de México,

3.3 - Procedimientos experimentales aplicados al estudio de la actividad química y
biológica de compuestos análogos al rojo de rutenio

Para el cumplimiento de los objetivos planteados fue necesario líevar a cabo diversos

trabajos experimentales, los cuales se dividieron en función de tales objetivos. A continuación

se describen tos procedimientos generales, junto con la explicación del objetivo particular a

cumplir que obliga a la realización de tales actividades.

3 3 1 - Síntesis de análogos al RR por sustitución de ligante

La síntesis de ios análogos por sustitución de ligante se ha reportado ampliamente en

un trabajo previo125

Del trabajo antes mencionado, se determinó que se obtenían mejores resultados con

!a síntesis de los derivados análogos ai RR por sustitución de ligante empleando fenantrolina

Aun cuando se probaron potentes ligantes corno ia bipiridina y cianuro, bajo las condiciones

de reacción consideradas, la fenantrolina presentó mayor poder coordinante125,

La literatura cita que Individualmente el rutenio (ill) y (tV) presentan gran afinidad por ios

ligantes nitrogenados tal como amoniaco, etilendiamina, fenantrolina, bipiridina y aminas

secundarias en general126; sin embargo, el RR presenta una reactividad selectiva, bajo ias

condiciones de reacción previamente señaladas, frente a ia fenantroüna, aun cuando se

podría pensar que la bipiridina presentaría el mismo resultado por tener una estructura similar,
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tal corno se observa frecuentemente en la química del rutenio127 Dado que la fenantrollna es

una estructura más rígida que la bipiridina, ¡a reactividad estará entonces modificada

substanciaímente en función de las habilidades del quelato para sufrir distorsiones en la

generación del complejo de coordinación, en ía búsqueda de reducción de efectos

estérícos en el complejo

3.3.1.1 .Síntesis del cloruro hexafluorofosfato de dí-n-oxo
bis{ammintrisfenantrolinarutenio(III))diamrninbisfenantroHnarutenio(IV),RRPhen2125

El nombre sistemático de este compuesto es cloruro hexafluorofosfato de di-^-oxo-

bisíarnmintrísfenantrolinaruteniofliiDdiamminbistenantroiinarutenioffV), al cuaí llamaremos

simplemente RRPhen2,

Así, se disolvió el rojo de rutenio (0 6 g ó 0.76 mmol) en ia mínima cantidad de agua

(aprox 25 mL), bajo corriente de nitrógeno, Posteriormente se filtró la solución en atmósfera

inerte.

Esta solución se adiciona a un matraz bola que contiene a la fenantrolina (4,5396 g ó

22 9 mmoles) previamente disuelta en metano! {60 mi.), Esta mezcla de reacción se sometió

a agitación constante durante 24 horas bajo atmósfera de nitrógeno,

En esta síntesis decidimos adicionar la fenantroiina en rebción 30:1 respecto ai rojo de

rutenio, con el fin de sustituir todas las posiciones de coordinación en la estructura metálica

Posteriormente la mezcla de reacción es sometida a un calentamiento suave a 45°C en un

baño a temperatura constante aun bajo atmósfera de N2, por 6 horas más

Ai cabo de ese tiempo, se agregó el hexafluorofosfato de amonio (0 7462 g ó 4 57

mmoíes} previamente disuelto en metanoi, para promover ia precipitación

Al eliminar el exceso de disolvente mediante vacío pudimos observar la formación de

un precipitado oscuro que al secarse por completo adquirió una coloración gris oscura

Finalmente ei sólido se lavó exhaustivamente con etanoi, hasta la total eliminación dei

exceso de fenantroiina y otras sustancias coloridas y se secó perfectamente a fin de pesar la

cantidad de producto obtenido, encontrándose 1,6112 g (0,6752 mmoi),,

l.os resuftados del análisis elemental de este compuesto arrojaron, C:48,41%,

N:13 64%, Ci:3 04%, P:4.70% y H:3.33%, mientras que de ia fórmula mínima Ru3O2(Ci2H8

N2)8(NH3}4íPFó}3a3, los porcentajes calcuíados son C48 32, N:l 1,74, Cl:3,89, P:4.4ó y H:3 21%

Se sintetizó este complejo para afinar la caracterización mediante ei empleo de

nuevas técnicas, dado que su aplicación biológica ha resultado sumamente prometedora en

ei campo de la fotosíntesis
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3.,3.2. - Síntesis de complejos mononucleares de rutenio

Describiremos a continuación la síntesis del c/s-bisbipiridinadiclorororutenlo(ll), de! c/s-

diclorobisfenantroiinarutenio(il) y la síntesis del cloruro de trisfenanfroiinarutenlo(ll),

3,3 2.1 - Síntesis del c/s-bisbipiridinadiclororutenio(ll), bisbipyRu

El nombre sistemático de este compuesto es, c/s-bísbipiridinadiclorororutenioíü} al cual

llamaremos simplemente bisbipyRu,

La síntesis, tomada de la literatura128, puede iniciarse tomando como materia prima

RuCI3 ó K2[RuCI5H2O]; considerando como materia prima al K2[RuCl5H2O], se disolvió el

complejo de rutenio {3g, 8 0096 mmol) en 12 mt. de dimeiilformamida Una vez disuelto se

adicionó el ligante, en este caso 2,2'-bipiridina (2.559g, 16 37 mmol} Se adicionó

posteriormente a la mezcla de reacción cloruro de litio (0 0851 g ó 2mmoí) Una vez hecha

esta adición se puso a reflujo la mezcla durante 8 h, con agitación constante. Una vez

terminado el tiempo de reflujo, se dejó que la mezcla alcanzara la temperatura ambiente y

se adicionaron 60 mL de acetona, mezcla que se mantiene en refrigeración durante 10 h a

4°C, Después de este tiempo, la mezcla de reacción se filtró obteniéndose un polvo

rnlcrocrístalino verde oscuro y una solución rojiza El sólido finalmente se lavó tres veces con

porciones de 15 mi. de agua y tres porciones de 15 mi de éter etílico, Se obtuvieron 3,94g, lo

cual corresponde a un 94,64% de rendimiento. La síntesis a partir de RuCI3, registra

rendimientos del 60 al 75%

Los resultados del análisis elemental de este compuesto indicaron, C:46.05%,

N:10 99% y H:3,54%, mientras que de la fórmula mínima Ru(C]0H8N2}2CÍ22H2O, los porcentajes

calculados son C:46,16, N:10 77yH:387%.

3,3.2,2,- Síntesis del c/s-diclorobisfenantrolinarutenio(ll), bisphenRu

El nombre sistemático de este compuesto es, c/sdicíorobisfenantrolinarutenlofll} al cual

llamaremos simplemente bisphenRu

La síntesis es esencialmente igual a la síntesis anterior La única diferencia radica en el

ligante a agregar, que en este caso es la 1,10 -fenantrolina, Se pesaron 2 g (5,339 7 mmol) de

K2[RuCl5H2O], y se disolvió en 12 mL ae dimetilformamida. Una vez disuelto el complejo de

rutenio, se adicionó el ligante, (2.196 g, 11.08 mmol). Se agregó, por último, a la mezcla de

reacción cloruro de litio (0.0151 g ó 0 356 mmo!) y se puso a reflujo durante 8 h, con
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agitación constante, Al término del reflujo, se dejó que la mezcla alcanzara la temperatura

ambiente y se adicionaron 60 mi. de acetona, mezcla que se mantiene en refrigeración

durante 10 h a 4°C, Después de este tiempo, la mezcla de reacción se filtró, Una vez filtrada

la mezcla de reacción se obtuvo un producto verde oscuro menos intenso que el anterior y

una solución café El sólido finalmente se lavó tres veces con porciones de 15 mt. de agua y

tres porciones de 15 mi. de éter etílico Se obtuvieron 2 71O7g, lo cual corresponde a un

89,5% de rendimiento

Los resultados del análisis elemental de este compuesto son, C:49,49%, N:9 76% y

H:3 54%, mientras que de la fórmula mínima Ru(C12HsN2)2CI22H2O, los porcentajes calculados

sonC:50,71, N:9 8óy H:3,55%

3.3,2.3,,- Síntesis del cloruro de trisfenantrolinarutenio(ll), trisphenRu

El nombre sistemático de este compuesto es cloruro de trisfenantrolinarutenio(ll), ai cual

llamaremos simplemente trisphenRu,

Se pesó 1 g (2,67mmol) de K2[RuCI5H2O] El complejo de disolvió completamente en

10 mi. de dimetiíformamida Una vez disuelto el complejo de rutenío, se adicionó el ligante, a

decir, 1,10-fenantrolina, 2,T21g pOJmmo!) previamente disueltos en la mínima cantidad de

dímeíilformamída. Además, se adicionaron 0,0080g (Q,,178mnnol) de cloruro de litio. Esta

mezcla se dejó en reflujo durante 8 ñ al cabo de las cuales era posible observar un cambio

drástico de la coloración de la mezcla de reacción de café pardo a un anaranjado intenso,

propio del trisquelato. Finalmente se filtró la mezcla de reacción, obteniéndose un precipitado

cristalino anaranjado intenso característico126 El sólido finalmente se lava con porciones de 15

mL de agua fría tres veces y tres porciones de 15 mi de éter etílico, De la síntesis bajo estas

condiciones se obtuvieron 2,0215g de producto, lo cual correspondió a un 90 44% de

rendimiento,

Los resultados del análisis elemental de este compuesto arrojaron, C:51,21%,

N: 10.37% y H:4 34%, como promedio de dos determinaciones; mientras que de la fórmula

mínima Ru(C12H8N2)3Cl27H2O, que incluye además del complejo trisquelato 7 moléculas de

agua de hidratacióa los porcentajes calculados son C:51 55, N;10,02 y H:4,57%,

3 3,3,• Síntesis alterna de complejos análogos al RR a partir de mononucleares

Consultando la información en la literatura, encontramos un trabajo desarrollado por

Meyer, Geselowitz y Kutner129, en donde se describe la síntesis y caracterización de un
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análogo al RR por sustitución de ligante, en donde se emplea blpirídlna, del cual se parte

para el desarrollo de los siguientes procedimientos:

3.3.3.1. Síntesis del perclorato de di ^-oxo-bis(acuabisfenantrolinarutenio(lll))
bisfenantrolínarutenio(IV)( RRPhen3

En esta síntesis se partió de una solución de 1 1 g (1.94 mmol) de bísphenRu en 30 mí.

de agua, la cual se sometió a ebullición con agitación constante Posteriormente se adicionó

una solución de nitrato de piata preparada con 0,34 g(2.34mmol) de AgNO3 en la mínima

cantidad de agua Una vez combinadas ambas soluciones se sometió a reflujo la mezcla de

reacción por 50 minutos Ai cabo de este tiempo la solución se enfrió a temperatura

ambiente y se filtró Ai filtrado remanente se le adicionaron 0 5 mi. de peróxido de hidrógeno

al 10%. Una vez completada la adición del peróxido de hidrógeno se sometió a

calentamiento a fin de eliminar la mayor cantidad de disolvente, a fin de tener 20 mL de la

mezcla de reacción. Nuevamente se filtró y finalmente se adicionó perclorato de sodio (7g,

57 17 mmol) La mezcla de reacción se conservó en el refrigerador por 10 horas. Se filtró la

solución fría recuperándose el producto en ei papel filtro, Éste se recristalizó dos veces más

con una solución de perciorato de sodio al 1 %, generándose microcrtstales de color café

rojizo oscuro Se obtuvieron 0 78g (0 341o mmol) de producto al final de Ja recristaiización

{48,8% de rendimiento} El análisis elemental encontrado experímentalmente generó los

siguientes resultados: C, 38,52%; H, 3,66%; N, 7 0%, mientras que ia composición porcentual

calculada para la fórmula mínima Ru3O2ÍC12H8N2)6(H2O)9(C¡O4)ó es: C, 39,76%; H, 3,06% y N,

7 73%.

3.3.3.2. Síntesis del perclorato de di-^-oxo-bis(acuabisbipiridinarutenio(Ili))
bisbipiridinarutenio(IV), RRBpyl

Se preparó una solución con l 1 g (2 1 mmol) de bisblpyRu en 40 mt. de agua, la cual

se calentó a ebullición con agitación constante Se adicionó una solución de nitrato de plata

preparada con 0 6257 g(3 ó8mrnol) de AgNO3 en la mínima cantidad de agua (9 mL), Se

sometió a reflujo la mezcla de reacción anterior por 50 minutos Posteriormente la solución se

enfrió a temperatura ambiente y se filtró Ai filtrado remanente se fe adicionaron 0.5 mL de

peróxido de hidrógeno ai 10%, Tras la adición del peróxido de hidrógeno se sometió a

calentamiento para reducir el volumen de la mezcla de reacción a aproximadamente 20

mi., Ésta se filtró nuevamente y finalmente se adicionó el perclorato de sodio [7.58 g, 61 91
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mmol), tras lo cual se mantuvo en el refrigerador por 10 h Al cabo de este tiempo, la

solución una vez a 10 °C aproximadamente, se flrfró, recuperándose el producto en el papel

fitfro. Éste se recristalízó dos veces más con una solución de perclorato de sodio al 1%,

generándose microcristaies de color café rojizo oscuro, Se obtuvieron 0 60 g (0,30 mmol) de

producto al final de la recristaíización (42 19% de rendimiento)

Los resultados deí análisis eiementai de este compuesto fueron C:35,07%, N:8.13% y

H:3 16%, mientras que de la fórmula mínima, Ru3O2(C10H8N2)ó(H2O)9{CIO4L los porcentajes

calculados son 0:35,48, N:8,28 y H:3 28%

3,3 4.,- Procedimiento ele síntesis de los análogos al RR por oxidación

3.3.4.1 - Síntesis del café de rutenio, nitrato de di-^-oxo-(pentaamminrutenio(l!l)

pentaammínrutenio (IV))tetraamminrutenio(IV), CR

L.d siguiente ruta sintética fue extraída del trabajo de Fletcher y colaboradores104 Se

tomaron 0,5216 g (O.óómmol) de RR previamente purificado2 v125, los cuales se colocaron en

una caja petri a la cual se le adicionaron 10 mi. HNO3 0.5M. El ácido nítrico cataliza la

oxidación def RR al CR, Se sometió a un calentamiento a no más de 45 °C durante 30

minutos, Este proceso generó la reducción del volumen de ia mezcla de reacción a 5 mi. A!

cabo de este tiempo se enfrió y se dejó en un desecador hasta ta eliminación de todo ei

líquido medíante la aplicación de vacío, El sólido obtenido, de color café oscuro, se redisolvió

en 5 mi HNO3 0.2N, se sometió a calentamiento nuevamente y se futró, El sólido obtenido se

lavó con HNO3 0.01N, etanol y éter etílico. Se dejó secar en condiciones normales de

temperatura y presión, obteniéndose un sófido microcrisfalino, de color café oscuro.

El producto se caracterizó mediante análisis elemental y experimentalmente la

composición porcentual fue: N, 26 03% y H, 4,53% Ésta se compara con la composición

porcentual estimada a partir de la siguiente fórmula mínima: Ru3Ü2(NH3)14(NO3)75H2O, que

corresponde a N=2ó,79% y H=4.77% Se obtuvieron 0,6312 g (O..575mmol) de CR, que

constituye un 87,12% de rendimiento,

3.3.4 2.-Síntesis del violeta de rutenio, cloruro de di-^-oxo-bís (pentaammin
rutenio(IV))tetraamminrutenio(¡V), VR

Para fa obtención dei violeta de rutenio, VR, se disolvieron 0.6 g (0,76 mmol] de RR

purificado, para de esta forma eliminar ias impurezas indeseables presentes en el RR

55



[ ü PARTE EXPERIMENTAL

comercial, en ¡a mínima cantidad de agua destilada y se oxidó mediante ía adición de agua

oxigenada (5 mi) al 30 % La seiección de este agente oxidante dependió dei hecho de no

generar contaminación extra de !a muestra, Ai cabo de 2 días se obtuvo un cambio de color

de la mezcla de reacción a morada o azul muy oscura, Filtramos ei sólido, Se obtuvieron

0.26 g (0,30 mmoi) de VR, ei cual mostró experimentaimente del análisis elemental los

porcentajes de H:5 04°/O/ N:19 10% mientras que los porcentajes calculados son H:5 74% y

N:19.94% , para la fórmula mínima: Ru3O2(NH3)uCl87 H2O,

3,3,5- Procedimiento de purificación del RR y complejos análogos

La literatura contiene información suficiente sobre purificación mediante fa

cromatografía de intercambio iónico y decidimos recurrir a ella en función de ios buenos

resultados obtenidos en un estudio similar en el compuesto dinuclear de rutenio conocido

como Ru360 En este trabajo desarrollado por Emerson y colaboradores130 v 131 se propone el

aislamiento de un subproducto generado en la síntesis del RR, de naturaleza dinuclear

conocido como Ru360 de las muestras comerciales de RR y por ende la purificación de! RR

La preparación de la resina íntercambiadora catióníca CM-52 Implicó su hidratación y

saturación en una solución 1M de formiato de amonio, compuesto empleado como fase

móvil de esta separación cromatográfica, durante 45 minutos, La selección se fundamenta

en que actúa como amortiguador de pH, importante para la estabilización de ios estados de

oxidación en los compuestos de rutenio Eí pH de trabajo fue 5,,5 para RR y análogos por

sustitución de ligante y pH de 5 al trabajar con muestras de VR y CR. Ai cabo de este tiempo

se cargó la suspensión generada en b columna cromatográfica, permitiendo la

sedimentación y drenado de ésta. Se trabajó en todos ¡os casos con una columna de

carboximetilcelulosa (CM-52), de dimensiones d© 15 cm de longitud y un diámetro de dos

centímetros,

Posteriormente se adicionó solución 0 1M de formiato de amonto, a ía que

previamente se le ajustó el pH según e! caso. Se eluyeron 200 mi. de solución 0 1 M de

formiato de amonio, a fin de lavar perfectamente la columna y equilibrarla Una vez

establecidas estas condiciones se preparó la muestra Se pesaron 0 5g del sólido a purificar y

se disolvió perfectamente en la mínima cantidad de solución de formiato de amonio 0,1 M,

La elución de la columna se efectuó con un gradiente lineal de formiato, desde 0..1 M hasta

09M, La velocidad de circulación de la solución fue de 3,5mL/min Una vez recuperadas
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¡as fracciones de interés se procedió a la liofilízación de la muestra para reducir al mínimo

alguna oxidación o reducción especialmente en el caso del RR y CR

3..3..Ó.- Estudios bioquímicos

Los estudios bioquímicos fueron realizados por la M en C, Beatriz King-Díaz, del grupo

de investigación del Dr, Blas Lotina Hennsen, del Departamento de Bioquímica de la Facultad

de Química de la UNAM, bajo su dirección,

En función de la evidencia previa respecto a la actividad del RR en el proceso

fotosintético y de la potente actividad inhibitoria de ia reacción de Hiíl detectada por uno de

los análogos por sustitución de ligante de éste, resultaba bastante interesante completar los

estudios pertinentes.

El objetivo principal en este campo reside en ei establecimiento de una relación

estructura-actividad de ios compuestos trinucieares de rutenio, así como obtener mayor

información sobre el mecanismo de inhibición del proceso fotosintético,

3.3 6.1 - Aislamiento de cloroplastos y determinación de clorofila

Los cloroplastos intactos fueron aislados de espinaca [Splnacea olerácea} obtenida en

el mercado. El procedimiento de obtención descrito y modificado132'33 x u'35'3Ó se describe a

continuación:

40 gramos de hojas de espinaca turgentes y en buen estado se lavaron con agua de

la llave Se ies quitó la nervadura central y el ápice para eliminar los cloroplastos viejos y

jóvenes; después se cortaron en pedazos y se colocaron en un vaso de licuadora (enfriado

previamente a una temperatura de 4 °C) con 180 mL de medio de aislamiento que

contenía sacarosa 400 mM, MgCi2 5mM y KOI 10 mM Este medio de aislamiento fue

amortiguado con trfcina de sodio 30 mM a pH=8,0,

Se homogenizaron las hojas y el medio de aislamiento en una licuadora Osterizer

Custom Mod. L-21 durante 5 segundos a velocidad máxima El homogenizado se filtró a

través de cuatro capas de gasa. El futrado resultante se centrífugo a 3,500 rpm durante 3

minutos en una centrífuga MSE Mod, LR-6 a 4 °C Estos pasos se realizaron de manera que se

sometiera a la mínima cantidad de luz al homogenizado El sobrenadante se desechó y la

pastilla que contenía a los cloropiastos se resuspendió en un volumen de 3 a 5 mi, en el

medio de aislamiento Finalmente la suspensión se guardo en un tubo de ensayo frío, cubierto
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con un manto oscuro para protegerlo de la luz durante 1 hora. Es importante mencionar que

todos los pasos de aislamiento deben efectuarse a una temperatura aproximada de 4°C,

Posteriormente los cioropiastos fueron usados con la finalidad de generar ttlacoides

Jibres a partir de la incubación de ios organeios intactos en un medio de transporte de

electrones hipotónico cuya composición fue: solución de sorbítol 100 mM, KCi 10 mM, MgCi2

5 mM, KCN 0,5 mM y buffer de trictna 30 mM (pH 8,0, por la adición de KOH).

Para la determinación de la concentración de clorofila en los cioropiastos se tomaron

5 mi de solución de acetona al 80% {temperatura ambiente) en tres tubos,, A dos de ellos se

les agregó 20 p.L de cioropiastos aislados y resuspendldos, se agitaron y taparon

vigorosamente en un Vortex Genis Mod, K-550-G y se centrifugaron durante 5 minutos a

velocidad máxima a fin de sedimentar los residuos de cioropiastos, Se leyó el sobrenadante

en un espectrofotómetro Pye Unicam Mod SPó-550 contra soiución de acetona al 80% como

blanco a 663 y 645 nm La cantidad de clorofila se obtuvo aplicando la ecuación

siguiente137:

Clorofila a/b- (g/mL)= 8,G5*(Absó63) i ^

3.3.6,2 Medición de la velocidad del transporte de electrones

Se midió ia reacción de Hiíl en sus dos fases separadas fotosistema ! y fotoslstema I!, así

como ¡a reacción completa

Para la medición de este proceso se utilizó un electrodo de oxígeno tipo Clark138139140

que mide cambios de concentración de oxígeno a partir de ia fotolisis dei agua, El electrodo

está conectado a un oxímetro, el que a su vez está conectado a un registrador Beckman

Recorder. Para obtener ia relación cuantitativa de los registros anteriores con la velocidad del

transporte de electrones se compara el sistema en estudio con uno ya conocido, por

ejemplo, con eí que incluye al ferricianuro de potasio como aceptor de electrones.

El dispositivo en el cual se mide la actividad de transporte de electrones consta de un

proyector (GAF 2660} que incide su luz sobre una iente de Izawa, que está formada por una

solución de sulfato de cobre (1%) contenida en un recipiente cristalino, de 5 cm de espesor,

que elimina el calor y hace las funciones de filtro, concentrando la luz en la cámara de

reacción que está soportada por una base de agitación magnética Spln Master con plato

térmico Mod, 4003, que mantiene homogénea la suspensión de cioropiastos, contenida en

dicha cámara. Esta cámara cuenta con una camisa de circulación de agua para el

mantenimiento de la temperatura
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El transporte de electrones en condiciones basal, acícllco e Inducido por la luz, de

toda la cadena transportadora de electrones, o sea, la reacción de Hlli, se midió utilizando

como medio de suspensión el mismo medio de transporte de electrones antes descrito

(sorbitol 100 mM, KCf 10 mM, MgCI2 5 mM, KCN 0.5 mM y buffer de tricfna 30 mM ajustado a

pH 8.0, por ¡a adición de KOH), cuidando que la concentración de clorofila fuera de 20

jag/mL La muestra fue iluminada durante 1 minuto,

El transporte electrónico acíclico fosforflante se midió como el transporte electrónico

basal con la única diferencia en cuanto a la composición del medio, al cual además del

medio de transporte de electrones se le adicionó ADP 1 mM y KH2PO4 3 mM..

El transporte electrónico desacoplado se cuantificó en el mismo medio de transporte

de electrones empleado en el transporte de electrones basal acícifco pero con la adición de

NH4aómM.

Para la determinación de la velocidad del transporte de electrones en el fotosistema í

se trabajó con un procedimiento similar al anterior, empleando ei mismo medio de transporte

de electrones aunque se adicionaron los siguientes reactivos: DCMU (3-{3,4<iiclorofenii)-],l-

dimetilurea) 10 ¡M, DCPIP(díclorofenolindofenol) 100 JIM, MV (metiMológeno) 50 \iM,

ascorboto 300 ^M y NH4CI 6 mM

La determinación de la velocidad del transporte de electrones desacoplado en el

fotosistema II de agua a DCPIP se efectuó mediante la determinación de la reducción de

DCPIP, a través de la generación de O2 monitoreada polarográticamente,

Ei medio de reacción fundamentalmente similar al medio de transporte de electrones,

contenía a diferencia, los reactivos siguientes; DBMIB 1 jiM, DCPIP 100 îM, Ka[Fe(CN)6] 500 ^M

y NH4CI6 mM, sin adición de metiMológeno,

La determinación de la velocidad del transporte de electrones desacoplado en el

fotosistema II desde agua a siíicomoiibdato de sodio (SIMo) se realizó como la medición

anterior con la única diferencia de que al medio de transporte de electrones se íe

adicionaron los siguientes reactivos: SiMo 200 \M y DCMU 10 jaM,

Para la determinación del transporte de electrones desacoplado de DPC a DCPIP se

emplearon cloroplastos intactos, ios cuales se sometieron a calentamiento con iris 0.8 M a

pH=8 y se incubaron posteriormente a 4 °C durante 30 minutos,, Después de este tratamiento,

se adicionaron 40 mi. def medio de transporte de electrones y la suspensión se centrífugo a

5,000 G durante dos minutos Se determinó la concentración de clorofila según la técnica

descrita en ios párrafos anteriores A la mezcla final únicamente se le adicionó DPC 200 \xM.
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En tocios los casos anteriores las sustancias a estudio se adicionaron en

concentraciones que fueron desde 5 j¿M hasta 100 mM como última adición antes de los

registros de la actividad biológica, Para la preparación de las soluciones el disolvente

empleado fue el mismo medio de transporte,

El valor I50 para ¡as mediciones de actividad se determinó por Interpolación del gráfico

de porcentaje de actividad contra concentración del compuesto a prueba, l50 es !a

concentración de compuesto prueba capaz de inhibir el 50% de fa actividad en la

fotosíntesis,

Además se probaron tanto especies mononucíeares como trinucleares, de las cuales

se estudió el efecto de la carga, el tamaño y la hidrofobicidad sobre su actividad inhibidora,

Todas las mediciones anteriores fueron registradas con un aparato YS 1 (yeliow sprlngs

instrument) modelo 2300 oxygen monitor y un electrodo Clark

3,3.6,3 Medición de la síntesis de ATP

Para la determinación de la síntesis de ATP se empleó el medio de transporte de

electrones previamente descrito (sorbitol 100 mM, KCI 10 mM, MgCI2 5 mM, KCN 0 5 mM y

buffer de tricina 30 mM ajustado a pH 8 0, por la adición de KOH), con la diferencia del buffer

empleado que fue tricina en concentración 1 mM (pH~8,0) y se fe adicionó además MV

(metiMoíogeno) 50 ^M, como aceptor de electrones, La síntesis de ATP fue cuantificada con

uso de un microefectrodo Orion modelo 8103 Ross conectado a un potenciómetro Corning

modelo 12 de escala expandida, según el procedimiento de Dilley14' Los cambios de pH se

registraron por medio de un registrador Gilson, Nuevamente se emplearon los compuestos a

prueba en concentraciones que fueron desde 5 ^M hasta 60

3.3.,ó,4 Cálculo del logaritmo de los coeficientes de partición, log P

El principal interés de los estudios biológicos de estos compuestos radica en establecer

alguna relación estructura-actividad, En vista de esto, requerimos información más precisa

Una de las propiedades fisicoquímicas que puede brindar información importante son los

coeficientes de partición Para el cálculo de los coeficientes de partición es necesario

determinar experimentaimente los coeficientes de extinción de ios compuestos en estudio.

Los coeficientes de extinción del RR y de los compuestos análogos se determinaron

empleando la técnica de absorción espectroscópica142'143
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Los coeficientes partición experirnentalmente se determinaron en un sistema 1-

octanol-buffer de fosfatos-H2O. Se obtuvieron mediante agitación durante 15 minutos en 25

mL de 1 octanol y 25 mL de buffer Después dei periodo de agitación se dejaron en equilibrio

durante 20 minutos, ai cabo de los cuales se realizó un anáfisis espectrofotométrico de

ambas fases para ia determinación de la concentración de! compuesto en estudio en cada

una de ellas,

Finalmente log P es el logaritmo del cociente de los coeficientes de partición en cada

fase

LogP = log
Concentración{fase - acuosa)

concentoación(fase- octano/)
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El interés principal de este trabajo de investigación, como ya se mencionó

anteriormente, radica en afinar la caracterización de compuestos análogos al RR con

fenantrollna sustituida, aportar nueva evidencia sobre la reactividad química de ios análogos

ai RR por sustitución de ligante y por procesos redox y estudiar a profundidad el efecto tan

poderoso de inhibición sobre la cadena transportadora de electrones en ia fotosíntesis que

este tipo de compuestos presenta Una de las actividades inhibitorias más potentes hasta

ahora evaluadas,

Del trabajo previo de tesis, ya mencionado125, se determinó que se obtenían mejores

resultados con ¡a síntesis de los derivados análogos al RR por sustitución de ligante empleando

fenantrolina, Aun cuando se probaron potentes ligantes como la bipiridina y cianuro, bajos las

condiciones de reacción consideradas, la fenantrolina presentó el mayor poder

coordinante125,

La literatura cita que individualmente el rutenio (III) y [IV) muestran gran afinidad por los

ligantes nitrogenados tal como el amoníaco, etilendiamina, fenantrolina, bipirldfna y aminas

secundarias en general; sin embargo, el RR presenta una reactividad selectiva, bajo las

condiciones de reacción previamente señaladas, frente a la fenantroiina, aun cuando se

podría prever que la bipiridina debería presentar el mismo comportamiento químico por

tratarse de estructuras similares, tal como se observa frecuentemente en la química del

rutenio, Dado que la fenantrolina es una estructura más rígida que la bipiridina, ia reactividad

estará entonces modificada substancialmente en función de ias habilidades del quelato para

sufrir distorsiones en ia gerieración del complejo de coordinación, en la búsqueda de

reducción de efectos esféricos en el complejo,,

Así, ya que bajo las condiciones de reacción propuestas para la síntesis de RRPhen2 no

es posible obtener el derivado con bipiridina, decidimos emplear otras condiciones de

reacción a fin de obtener tai derivado, condiciones que parten de la síntesis de complejos

mononucleares de rutenio. Debido a esto y a que era importante determinar la actividad

inhibitoria de los mononucleares, un producto de descomposición factible del RR y sus
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derivados por sustitución de ligante, decidimos sintetizar y caracterizar tres complejos

mononucleares Además, se llevó a cabo la síntesis de estos complejos de rutenio debido a

que la caracterización de los trinucíeares presentó complicaciones, las cuales podrían

resolverse parcialmente analizando primero estructuras más sencillas, como es el caso de los

mononucleares, y finalmente era importante descartar la posibilidad de descomposición de

¡os trinucíeares en unidades monoméricas, que requerirían por tanto conocerse

químicamente, En las TABLAS 4,1 y 4,2 se muestra un resumen de los compuestos sintetizados

y caracterizados mediante ¡as diferentes técnicas de análisis:

TABLA 4.1. Representación de ios compuestos sintetizados y caracterizados en este trabajo
MONONUCLEARES

Compiejo Formulo estructural propuesta

c/S"bisbipiridinadiclororuten¡o{l!l)

c/s-díc!orobisfenantrolinarutenio(!¡)

cloruro de trisfenantroiinarutenioOl)

Clave en este trabajo
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TABLA 4.2. Representación de los compuestos sintetizados y caractetéados en este trabajo
TRINUCLEARES

'""ANÁLOGOS AL RR POR SUSTITUCIÓN DE LIGANTE"

A) Síntesis a partir de mononucieares

Complejo

Perclorato de di-j¿-oxo-

bls(acuablsbipirid inaruten io[l il))

bisbipJridinarutenio(IV)

Perciorato de di-fi-oxo-

bis(acuabísfenantroiinarutenio(ilO)

bisfenantro!inarüten¡o{IV3

Clave

RRBpyl

RRPhen3

Fórmula propuesta

EH2ORuEBpy)20Ru(Bpy)20Ru(8py}2O*H2]{aO4}67H2O

8py=2,2'-b¡pirídina

[H2ORu(ph©n)2ORuEphen)2ORu(phen)2OH2](CIO4)67H2O

phen=1,10-fenantrollna

B) Síntesis a partir del RR

Complejo

Cloruro hexafiuorofosfato de di-Li-oxo-

bis(ammintr¡sfenantrolinarutenio{l!l})

diamminbisfenantrol¡narutenio(IV)

Clave

'RRPherS"

Fórmula propuesta

JH3)2ORu(phen)3NH3KPF6)3CI3

phen=1,1 Ofenantrolina

Complejo

ANÁLOGOS AL RR POR REACCIONES REDOX

Fórmula propuesta

cloruro de di-^-oxo-

bis(pentaamminrutenio(l!l})

tetraammin ruten io(IV)

nitrato de di-^-oxo-(pentaammin

rutenio(i!l)pentaaaiminrutenio(!V))

tetraammin ruten io(IV)

cioruro de di-ji-oxo-bis(pentaammin

rutenio(iV))tetraammlnrutenio(!V)

Clave

"""RÍT"

CR

VR

NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3
\l¡l/ \w/ \ill/

H3N"—Rü O Ru—"O Ru NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3
\iv/

H3N fiu — O Ru'—O Ru NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

¡NO3)7 5H2C

NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

V/ \iv/ \w/
H3N Ru O R u — O Ru NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

A continuación se presentan los resultados obtenidos de la síntesis y caracterización de

ios mononucleprés de rütéñiq. v "

Las Figuras a Jas que sé hará referencia a lo largo de este capítulo se concentran en el

Capítulo 8, ai final de este trabajo de tesis,
¡ i&o® wa j
i VhlT & nn ^«»* 1
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4,1 - Complejos mononucleares de rutenio

4.1.1..- Complejo c/s-bisbipiridinadiclororutenio(ll)( bisbipyRu

Ef producto obtenido se caracterizó por medio de análisis elemental, espectroscopia

de infrarrojo, espectroscopia de resonancia magnética nuclear protónica y espectroscopia

UV-Vis

La descripción de la síntesis completa se detalla en la parte experimental en el

apartado 3 3 2 1

La primera sugerencia de la formación de este compuesto se relaciona a la propuesta

en la cual se maneja como intermediario en la síntesis del trisquelato de bipiridina y rutenio1 u,

que se remite a 1955

La síntesis de bisbipyRu esta descrita en ia literatura128 y emplea RuCI33H2O como

materia de partida, con lo cual los rendimientos son dei 65-70% aproximadamente,

rendimiento bastante bueno en ese tiempo, pues los rendimientos normales bajo otros

métodos de síntesis en solución eran del 35%'18, Decidimos realizar e! cambio de la materia

prima que fue suficiente para incrementar el rendimiento hasta un 94%.

La decisión ele la síntesis de este compuesto mononuclear (y la del derivado con

fenantrolína) estribó en que es un compuesto particularmente reactivo, gracias a los cloruros

lábiles coordinados a! metal, que lo habilita como materia prima ©n fa síntesis alterna de

compuestos trinucleares129 (sección 3 3.3 de esta tesis)

4.1.1.1.™ Análisis elemental y propiedades físicas

El producto obtenido es de color verde oscuro, de apariencia microcristafina &

rendimiento calculado para la reacción fue del 94,64% y es un compuesto soluble DMF,

agua, etanol, metano! y DMSO.

En la TABLA 4.3 se da la fórmula mínima calculada a partir de los resultados del análisis

elementa! y en la TABIA 4 4 se incluyen algunas de sus propiedades físicas

TABLA 4.3 Análisis Elemental de bisbipyRu

Elemento
%'ixperimentai
% Teórico

C
"46.05"
— — IMI^^III 1

46.16

N
12:22.
'10.77

H
3,51
3.87

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula mínima

Ru{C10H8N2)2a22H2O, que cuenta con un peso molecular de 520,38 g/mol considerando ia

presencia de dos moléculas de agud fuera de la esfera de coordinación,
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TABÍA 4,4. Propiedades físicas de bisbipyRu

Fórmula

Ru(C10H8N2)2C!22H2O

PM(g/mol)

520,38

Color

Verde oscuro
microcristalino

Solubilidad
DMF
Metanol
Agua
Acetona
Etanof
Éter etílico

•f-f-f
4- + +

-i- ¡nsoluble + + parcialmente soluble y + + + soluble

4.1,1.2- Espectroscopia de infrarrojo

En las Figuras 1,2 y 3 se presentan los espectros IR medio tanto de ías materias primas

como del producto bisbipyRu, Del espectro de IR de bisbipyRu (Figura 3), es posible detectar

que la sustitución de ¡os cloruros por la bipiridina es exitosa La complejidad del espectro se

incrementa como consecuencia de ia coordinación del ligante A continuación se resume en

ia TABLA 4,5, la asignación de las señaies,

andas en Infrarrojo de bisbipyRu145'14& !47

BANDAS

va,O-H

v Ru-Ó
v=C-H

8 =C-H fuera
del plano

v Ar-H
v N=C

en plano
6 =C-H

fuera del
plano

1/ fDf t/"*J LJ í^W

cm'1

"3500-3200"
3500-3200

1560.34
814
570"

— ™ - 0 -

2.2'bípirldina
c m ' __

3100-3000
19701610

1600-1400
1578

1556.22
"""7452,22"'

1414.71
1250-990

757.01

bisbipyRu
c m '
3442'""
3442
1636

424
3096-3038
1600-1522

1459-1418
1636

1599.83
1458 26""
1418.07

1261-
1017,86
763 52

En términos generales, las bandas atribuidas a vibraciones típicas de bipiridlna,

presentan un corrimiento de su posición a la región de alta frecuencia al coordinarse ai

metal, También está documentada ia evidencia en compiejos mononucleares, que ios

iigantes bidentados de tipo a-diimina, como la fenanfrollna y bipiridina se encuentran
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coordinados por ías dos posiciones posibles si y sólo si presentan la banda atribuida a la

vibración de elongación Ar-H entre 1590-1 604cm1, mientras que si se hallan coordinados sólo

por una de sus posiciones de coordinación, la banda se localiza entre 1615-1624 cm114B, En

el caso de bísbipyRu esta banda se localiza en 1600 cm"1, ío cual nos permite creer que el

ligante está coordinado al metal por ambos nitrógenos, empleando sus dos posiciones de

coordinación, Información extra, concerniente a la geometría del complejo no es posible de

registrar con ayuda de esta técnica experimental

Existe literatura149 que índica la importancia de dos bandas, como indicativos de la

coordinación de la 2,2'-bipirldina al metal La primera es aquella que se encuentra a

aproximadamente 992 cm1 en el ligante libre, la cual invariantemente se desplaza a la zona

de mayor frecuencia a alrededor de los 1018 cm1, una vez que se coordina al meta!, Otra

banda de diagnóstico importante es la banda intensa localizada a 757 cm1, frecuentemente

con un desplazamiento de T0-20cm' e incluso la aparición de una banda más pequeña

satélite, a aproximadamente 741 cm1. En bisbípyRu esa banda se localiza a ios 763 cm"1 yes

apreciable la formación de la banda satélite en 727 cm '

4.1.1.3.- Espectroscopia de RMN 1H

Los espectros de RMN 'H, tanto de la 2,2r bipirldina, como del complejo de

coordinación se presentan en las Figuras 4, 5,6, y 7,

El espectro de RMN 'H de la 2,2'-bipiridina ha sido descrito a detalle en la literatura150

151 Con este dato en mente, aquí solamente se indicará la descripción general del espectro,

con la asignación de cada señal y finalmente se incluirán algunos detalles importantes,

Dicho espectro de RMN 'H de la 2,2'-bipirfdina consta de dos dobletes de dobletes a

campo bajo y dos mutfipletes localizados a mayor campo, esto considerando un espectro de

baja resolución (Figura 4)

Para la asignación de las señales analizaremos el espectro de la 2,2'-bipiridina y la

estructura de la molécula:

H

H

2,2'-bipindina
ESQUEMA 4 1 Fórmula estructural en conformación frans-píanar de la 2,2'bipiridina
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Para poder determinar la asignación de las señales en eí espectro, es conveniente

mencionar que la 2,2'-bipiridína posee 8 hidrógenos, ios cuales por pares son equivalentes,

Los hidrógenos en posición orto (6, 6') al N det anulo heterocíclico son los que se encuentran

más desprotegidos por encontrarse más cerca del nitrógeno, y por tanto las señales de éstos

se encontrarán a campo más bajo, Los hidrógenos en posición meta (3, 3') son los que en

segundo lugar sienten la desprotección, debido a ia configuración transplanar que adopta la

2,2'-bipiridina, por estar espacialmente orientados cerca de los átomos de nitrógeno, de los

anülos opuestos, como es posible visualizarlo de la representación gráfica de la molécula de

2,2'-bipiridlna presentada renglones antes152 los hidrógenos localizados en posición para

(4,4') respecto del heteroátomo son los que sigue en desproteccíóa generada por ia

atracción que el átomo de nitrógeno ejerce sobre los electrones de los átomos de hidrógeno,

esta última fundamentada en las estructuras resonantes propias de la molécula, El átomo de

hidrógeno sobre el cual el nitrógeno ejerce menos influencia de todos los existentes en la

bipiridina se encuentra en la restante posición meta (5,5'), por ¡o cual su banda de resonancia

se presentan a campo más alto

La multiplicidad de las señales aun cuando pudiera considerarse complicada

responde perfectamente a un análisis por medio de un patrón ABCD mediante la teoría de

acoplamiento espínespín de primer orden

Dado que el acopiamiento mayor se da entre átomos de hidrógeno en protones

adyacentes es de esperarse dobletes para los protones 3 y 6 (equivalentes a 3' y 6') y tripletes

para ios protones 4 y 5

Los tripletes de los protones 4 y 5 se muestran como una señaf de mayor multiplicidad

Los tripietes en realidad son tripletes de dobletes, La generación de ios dobletes es producto

del acoplamiento del protón 4 con el protón ó a más de un eniace; mientras que en el caso

del protón 5, el acopiamiento a más de un eniace con el protón 3 genera ei desdoblamiento

de la señal

Por otro lado el doblete de cuartetos del protón 6 y el doblete de tripletes del protón 3

se pueden explicar considerando el mismo argumento de un acoplamiento a más de un

enlaq?, gracias dí sistema conjugado existente en la 2,2'-bipiridina, En el caso del protón ó se

{^elQóDsi;de>a|.e1bfcoplamiento principal y más importante con el protón 5 que da origen al

*a^b¡e1e*7^^acopíarTÍIen1o a dos enlaces con el protón 4, pero además existe eí

acoplamiento del protón 6 a más tres enlaces con el protón 3 En el ESQUEMA 4,2 se incluyen

los diagramas de los patrones de desdoblamiento en la 2,2' bipiridina,
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ESQUEMA 4.2 Diagrama de patrones de desdoblamiento de señales en RMN ]H de 2,2-bipiridina1

E! resumen de las observaciones anteriores se tiene en la TABLA 4,6.

TABLA 4 6 Datos de RMN Ĥ en ppm de la 2,2'-blpirÍdÍna ^

H

2,2'-bipiridina 8.716-8.691m I 7,490-7,445m 932m 8.422-8.388m
m=mufíiplete, s=síngufete, d^dobíete, t=ttipiete

En eí espectro cíe bisbipyRu (Figura 5} observamos un espectro de resonancia más

complicado que la bipiridina sin coordinar, lo cual era de esperarse,

De esta técnica experimenta! es posible obtener claras evidencias del arreglo

espacia! de la molécuia, La conformación c!s que adopta el compiejo de coordinación

(ESQUEMA 4.3) hace que el ambiente químico que rodea a los hidrógenos de la bipiridina

coordinada sea diferente, por ío cual estos hidrógenos no son magnéticamente equivalentes

y por eiio ia complejidad dei espectro aumenta con relación al espectro del ligante puro Al

contrario de lo anterior, el espectro del complejo trans de ruienio(ll) presenta el mismo patrón

de bandas que ei ligante puro ya que los hidrógenos son magnéticamente equivalentes'53,
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ESQUEMA 4 3 Representación gráfica de organización espacia! en el complejo bisbipyRu

En ia TABLA 4,7 se presentan los datos de RMN H-i de bisbipyRu y se comparan con ios

datos de 2,2'-bipiridína,

E Datos 7H en ppm de bisbipyRu y 2,2'-bipÍridina m __fc

DísbipyRu
2,2'-

bipirldina

Hó'
"9.95cT

8 716-
8.691 m

H5'
""7.751

7,490--
7.445 m

H4'
™8.05t

7.990-
7.932m

Cl

H3'
"""8.65 cT~

8.422-
8.388 m

H6
'"'7.5cf

H5
7.1 t

H4
"""7.681

H3
"8.48 d

m=muttiplete, s-singulete, d=doblete, t=triplete

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

El desplazamiento más importante es el que presenta el átomo de hidrógeno en el

anillo de bipiridina en posición ó, que se encuentra espacialmente próximo al ambiente

magnético generado por el segundo anillo aromático. El efecto anisotrópico diamagnético

del anillo aromático es causante del desplazamiento de la señal a mayor frecuencia,, Este

efecto se ha observado en otros complejos bipiridínlcos disustituidos150,

La multiplicidad de las señales se simplifica considerablemente.

Para la correcta asignación de cada una de las señales de resonancia, recurrimos a

un experimento bidimensionai COSY, por medio dei cual fue posible observar los

acoplamientos y la asignación de las señales se completó satisfactoriamente (Figuras ó y 7)

considerando que el átomo de hidrógeno en el Có' de la estructura aromática de la bipiridina

es el más desprotegido (TABLA 4.7) debido a que se encuentra espacialmente cercano al

halogenuro y lejos dé ía influencia dé !a anisotropía magnética de! anillo aromático.
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4.1.1.4. Espectroscopia UV-Visen disolución

Las Figuras 8, 9 y 10 corresponden a los espectros electrónicos UV-Vis de la 2,2'-

bipiridina, el K2[RuCI5H2O] y el bisbipyRu respectivamente

Del espectro electrónico de bisbipyRu podemos observar bandas en la reglón UV que

corresponden a transiciones electrónicas, específicamente transferencias de carga de la

bipiridina coordinada asignadas como transiciones n'<-%, Comparando las longitudes de

onda en ei complejo y las longitudes de onda de los máximos de absorción en la bíplridína

libre es posible observar el desplazamiento de éstas hacía la región de menor energía Así la

coordinación del ligante resurta en el desplazamiento de las energías de transición en

aproximadamente 15 nm.

El pico de absorción localizado en 360 nm se asigna a la transferencia

Ru(eg*)<-bipiridina {n}, La banda localizada en 496 nm se asigna a la transición bipiridina

(7t*)<"Ru(t2g) El máximo de absorción localizado en 292 nm constituye la primera transición del

ligante coordinado, 7t*(bipir!dlna)<-7c(bipirldina). La teoría desarrollada en la asignación de las

bandas de la bipiridina indica que la banda localizada a 244 nm se asigna a una transición

interna del ligante 7tVji(bipiridina}11812S

En la Figura 11 se presenta el espectro de bisbipyRu en metanol y agua, de donde es

posible apreciar el desplazamiento de ios máximos de absorción propíos de bisbipyRu, Lo

cual confirma las observaciones hechas en el sentido de que tales bandas son dependientes

del disolvente1'8 empleado, por lo cual la posibilidad de una soivóNsis no puede descartarse,

4.1.2 - Complejo cis-diclorobisfenantrolinarufenio(ll), bisphenRu

Este producto se caracterizó empleando las mismas técnicas que se utilizaron para el

estudio y establecimiento de la composición de bisbipyRu,

La descripción de la síntesis detallada se presenta en ía parte experimental en el

apartado 3,3 2 2

4.1.2 1, Análisis elemental y propiedades físicas

El producto obtenido es de color verde pasto, de apariencia microcrisfalina, El

rendimiento de la reacción es del 89.5%. Se frata de un compuesto soluble en la mayoría de

los disolventes
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La TABLA 4 8 contiene algunas de las propiedades físicas de este compuesto, mientras

que en !a TABLA 4 9 se resumen los resultados de ia composición porcentual tanto

experimental como teórica

TABLA 4.8. Propiedades físicas de bisphenRu

Ru(C12H8N2)2CI22H2O

Solubilidad
DMF
Metanol
Acetona
Agua
Etanoí
Éter etílico

• f + +

+• insoSuble. ++ parcialmente soluble y + ++ soluble

TABLA 4 9 Análisis Elemental de bisphenRu

_ Elemento
% Experimental
% Teórico

C
i2d9

'50.7Í 9"8ó

ü
1.54
"3.55"

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula mínima

Ru(C12HQN2)2CÍ22H2O, que tiene un peso molecular de 568,42 g/mol, generado por ia

coordinación de dos moléculas de fenantroiina, dos cloruros y dos moléculas de agua de

hidratación,,

4,1.2.2 - Espectroscopia de infrarrojo

En la Figura 12 se presenta el espectro ¡R de la fenantroiina en la región de 4,000 a 450

cnrv1, mientras que en la Figura 13 se incluye el espectro de blsphenRu, Nuevamente el

espectro muestra una mayor complejidad comparándolo con el espectro del complejo de

rutenio de partida Podemos ver en el espectro bandas características de la fenantrolina Se

puede detectar el desplazamiento de algunas de señales típicas de la fenantrolina en el

complejo de coordinación Esta evidencia nos lleva a sugerir que la coordinación de la

fenantroiina se llevó a cabo La TABLA 4 10 contiene un resumen de la asignación de fas

señales,
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TABLA 4 10. Principales bandas en Infrarrojo de blsphenRu145-I4A U1

BANDAS

VSO-H
vqsO-H

8fH?O

PrH2O
PwH2O
vRu-O
v =C-H "

8 =C-H fuera
de! plano

vAr-H
vN-C

vC=C

5 =C-H
en plano
5 =C-H

fuera de!
plano

iCjtRucy-íjO]
cm'1

3500--3200
3500-3200

1560
814
570
430

1,10-fenantrolina
c m 1

3382

1642

3058
1900-1700

1600-1400
1616
1586
1560
1502
1422

1216-998

854
778
738

bisphenRu
c m 1

3412

1625

"3030
1970 1700

1600-1400
1592
1564
1498
1444
1423
1406

1285 912

842
770
716

De ¡a tabla anterior hay dos hechos importantes de recalcar: Primero, las bandas

atribuidas a la vibración del enlace N=C aromático, presentan un pequeño desplazamiento

hacía la región de menor frecuencia, contrario a lo esperado, pues se sabe que al

coordinarse el ligante el orden de enlace se incrementa por lo cual, la fuerza del enlace C=N

es mayor, esta evidencia se ha se confirmado en complejos hierro-fenantroiina154, sin

embargo, el rutenio (II) tiene un comportamiento diferente

También es importante mencionar que las bandas de vibración del enlace C~C se

desplazaron a bajas frecuencias

Nuevamente estudiando con mayor detalle las bandas "diagnóstico" de la

coordinación de la fenantrollna, como en el caso de la 2/2'-bipiridina, observamos que la

banda en 1,048 cm1 en el ligante libre se desplaza a una frecuencia mayor, 1,090 ai

coordinarse, Por otro lado la banda intensa a 854 cm '(ligante libre), se desplaza a una menor

frecuencia una vez coordinada, 842 cm1., Además es posible ver ia formación de la banda

satélite en 770 cm'1.

73



ÍDRESULTADOS Y DISCUSIÓN

4 12 3,, Espectroscopia de RMN ]H

El espectro de RMN 'H de la 1,10-fenanírollna esta descrito en la literatura155 ]56157158

159 A continuación se describen brevemente tos detalles considerados para ia asignación de

cada una de las señales presentes en su espectro de RMN nH

En términos generales el espectro de resonancia consta de cuatro señales atribuidas a

los cuatro hidrógenos magnéticamente diferentes, aun cuando en realidad son 8 ios átomos

de hidrógeno presentes en el ligante, y por ía simetría de ia molécuia solamente 4 son

diferentes en ia RMN !H, los cuales se representan de la siguiente manera:

"H
i

H H

Esquema 4,4 Representación de la molécula 1.. 10-fenantrolina

En la Figura 14 mostramos el espectro de RMN 'H de la fenantrolina pura con la

correspondiente asignación de ias bandas a ios hidrógenos en la fenantrolina. Dicha

asignación se fundamenta en el efecto de desprotección sobre ios hidrógenos más próximos

al átomo de nitrógeno, espacialmente hablando, por las interacciones transmitidas a través

de la resonancia propia de ta molécula y a través del desarrollo de las teorías de resonancia

que consideran a !a fenantrolina como dos sistemas independientes, un sistema ABC

(constituido por ios átomos de hidrógeno 2, 3 y 4; 9, 8, 7) y un sistema AB (protones 5 y 6) tos

datos del espectro de este ligante se muestran en la TABIA 4 11

TABLA 4 11. Datos de_RMtsf 'H en ppm de la 1,10-fenQntrQÍIna

*vA^

H2,9

^ífV

1,10-fenantroilna | 9.096-9,084 m
m^mulfipSete, s=slnguíete, d=doblete, t=1riplete

,_ H3,8~" '}""" ~ 4 , 7 " " " " 1 ' " " H5,ó""~"
| 7.766-7,742 mT8-482-8,462m"| 7.971 s '"'"
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Cuando este ligante se encuentra coordinado a un metal, en complejos tipo

[M(phen)2X>]n+, en conformación trans no se presentan grandes desplazamientos de !as

señales En especial, las señales asignadas a los protones 2(9) y 3(8), son las que muestran

mayor desplazamiento a frecuencia arta y baja, respectivamente, que se han atribuido a

interacciones de tipo no enlazante entre los protones y el ion metálico

Por otra parte en complejos con dos moléculas de fenantrolina en conformación c/s, el

espectro se vuelve mucho más complejo, Analizando los espectros de bisphenRu (Figuras 15,

1 ó, 1 7 y 18), podemos observar que la complejidad se incrementa considerablemente, sin

embargo, también es posible detectar que la muestra no es pura, pues existen algunas

señales que no pueden considerarse como parte dei espectro de este compiejo debido a

que no presentan acopiamiento con otras señales y a que las integraciones son

aproximadamente del 10% de las que si se considera pertenecen a bisphenRu

Es posible detectar la presencia del complejo en conformación cls por el doblete

locafizado por arriba de 10.1 ppm que se atribuye al protón 2, que sufre un efecto de

despiazamiento a mayor frecuencia, como se esperaba, debido a la mayor proximidad

espacial con el cloro coordinado ai metal y el doblete de dobletes localizado a

aproximadamente 7,3 ppm, del protón 9, comportamiento atribuido a un efecto de

desplazamiento a menor frecuencia producto de ia interacción con la anisotropía magnética

del anillo aromático vecino,

Por la presencia dei slngulete en 8,386 ppm, en el cual no se presenta acoplamiento,

podemos considerar que se tiene una impureza del ligante puro, aunque es posibie también

que el producto sea una mezcla del complejo en configuración trans]5i En ia TABLA 4.12 se

resumen las características dei espectro de RMN 'H del bisphenRu y se compara con el

ligante libre Para la correcta asignación de las señaies se ilevó a cabo un experimento COSY

de bisphenRu, el cual además de ayudarnos en la asignación sugiere claramente la

presencia de las impurezas ya que no es posible detectar acoplamiento entre algunas de las

señales además de que las intensidades son del 10% de ias intensidades de los picos

asignados al complejo bisphenRu, En ia Figura 18, se indica ia asignación de los protones, en

función dei análisis de la evidencia mostrada en el COSY
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TABLA 4,12, Datos de RMN ' H en ppm de bisphenRu y 1,10-fenanfrollna

bisphenRu

1.10-
fenantroiina

H2
10 289-10 273

m
9 096-9 084

m

8

7

H3
784-8

m
766-7

m

704

742

C
r H4

8 253-8 212
m

8 482-8 462
m

H5 J
8 159-8

m

H 6
109

7 971m
s

H 7
8 087-8 070

d
8 482-8 462

m

m=mul1ipiete, s=síngulete, d=doblete, t=triplete

H8
7 760-7 742

m
7766-7 742

m

H 9
7.358-7 314

m
'9 096-9 084"

m

4.1,2.4 Espectroscopia UV-Vis en disolución

Las Figuras 19 y 20 corresponden respectivamente a los espectros UV-Vis de la 1,10-

fenantroiina y bisphenRu, El espectro del complejo de rutenio empleado como reactivo en la

síntesis de bisphenRu, se encuentra en la Figura 9,

El espectro electrónico de bisphenRu presenta bandas en la región UV que

corresponden a transferencias de carga de la fenantrolina tipo ítV-rc. Puede observarse la

generación de un pequeño desplazamiento en la longitud de onda de transiciones

electrónicas comparando aquellas en el ligante libre y en el ligante una vez coordinado,

Así la coordinación de! ligante resurta en el desplazamiento hacia la región de mayor

energía de las transiciones en aproximadamente de 5 nm

Como en el caso de bisblpyRu, bisphenRu presenta dos bandas en la región del

visible, en 418 y 444 (agua), bastante próximas entre sí lo cual hace difícil la identificación de

cada una La banda localizada en 418 nm se asigna a la transferencia de carga, Ru(eg*)

<--fenantrollna(7t) La banda localizada en 444 nm se asigna a la transición fenantrolina

(?t*)<~Ru(t29),

En la misma Figura 20 se presentan los espectros de bisphenRu en metanol y agua, de

donde es posible apreciar el desplazamiento de los máximos de absorción, lo cual

claramente muestra que las bandas en ei espectro electrónico de bisphenRu son

dependientes del disolvente118 empleado y es posible que se este llevando a cabo una

reacción de solvólisis
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4 1 3..- Complejo cloruro de trisfenantrolinarutenio(ll), trisphenRu

trisphenRu se caracterizó por medio de análisis elemental, espectroscopia de infrarrojo,

espectroscopia de resonancia magnética nuclear protónica y espectroscopia UNAVis en

solución El procedimiento de síntesis se describe ampliamente en la parte experimental

La necesidad de llevar a cabo esta síntesis surgió de la posibilidad de que compuestos

trinucleares de rutenio, análogos al RR125, pudieran presentar procesos de descomposición y

cuyo producto fueran los mononucleares ya que nos percatamos que, después de grandes

períodos de tiempo en solución acuosa, estos análogos al RR se descomponen, pues ía

coloración de estas soluciones, de magenta oscuro pasa a soluciones de color anaranjado,

Consultando la literatura nos encontramos que los compuestos de ruteniofll} que poseen tres

moféculas de fenantrolina o biplridina coordinadas, tienen colores anaranjados

característicos, por io cual nos resultaba útil contar con este compuesto para análisis

posteriores Incluso fue conveniente probar su actividad biológica y de esta forma descartar, si

se llevaba a cabo un proceso de descomposición del complejo durante !a medición de la

actividad biológica de los análogos ai RR, que estuviéramos cuantificando ¡a actividad

inhibitoria generada por el trisquelato de rutenío

Se cuenta con vasta literatura respecto a la caracterización y estudio de ía reactividad

de los complejos [Ru(bípiridina)5]
3+ y [Ru(bipiridina)3]

2+ Sin embargo, la información existente

sobre !a reactividad de análogos con fenantroiina es bastante escasa,

A continuación se describen los resultados obtenidos de la caracterización de este

complejo:

4 13,1 - Análisis elemental y propiedades físicas

El producto obtenido, tTisphenRu es un compuesto de coíor anaranjado brillante

microcristalino El rendimiento de ía reacción fue del 90 4% En la TABLA 4 13 se registran ¡as

composiciones porcentuales tanto caicuiada como la experimental y en ia TABIA 4 14 se

incluyen algunas de sus propiedades físicas,

TABLA 4 13 Análisis Eiementaf de trisphenRu
Elemento

% Experimental
% Teórico

51
51

C
.21
.55

N
10.37
10.02

H
4.34
4.57

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula mínima

Ru(C12H8N2]3CI27H2O, que tiene un peso molecular de 838 71 g/moi, y considera la
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coordinación de ¡as 3 moléculas de fenantrolina y la presencia de siete moléculas de agua

de cristalización.

TABLA 4 14. Propiedades físicas d© trisphenRu

Fórmula

Ru(C12H8N2)3a27H2O 837 71

Color

Anaranjado
brillante

Microcristalino

Solubilidad
DMF
Acetona
Etanol
Metanol
Éter
Agua

H+- +

+ •+• +

insoiuble + 4 parcialmente soluble y soluble

4 13 2.,- Espectroscopia de infrarrojo

Eí espectro de IR medio de trisphenRu se puede consultar en ia Figura 21, mientras que

en la TABLA 4 15 se resumen las principales bandas de vibración y sus asignaciones del

trisphenRu y de jos reactivos empleados en su síntesis

En el caso de trisphenRu nuevamente ía complejidad del espectro se ve

incrementada, comparándolo con ei complejo de rutenío de partida, Sin embargo, un

análisis detallado de las señales nos permite detectar que hay desplazamiento de las señales

a frecuencias menores, similar ai comportamiento obtenido en el caso de bisphenRu

Las bandas atribuidas a las vibraciones de elongación del enlace C-N muestran

desplazamientos a bajas frecuencias, de poca magnitud en todos los casos pero

perceptibles149, evidencia reproducida en muchos complejos de coordinación con este

ligante De hecho, este es el comportamiento más divergente que se presenta en la 1,10 •

fenantrolina en comparación con compuestos aromáticos más simples como la pirídína154

Como en el caso de la bipiridina, las bandas en frecuencias de 854 y 738, típicas y de

fuerte intensidad presentan los desplazamientos más significativos; en trisphenRu estas bandas

se desplazan a 845 y 721 crrr1

También es posible dei espectro identificar la presencia de agua de hidratacióa

gracias a la banda muy intensa locaiizada en 3405 crrv1.
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TABLA 4 15 Principales bandas en Infrarrojo de trisphenRu145, 144 147

pw

BANDAS

vJO-H

S.HgO
PrH2O

vRu-O
v -C-H

5 =C-H fuera
del piano

' " v Ar-H
"" " "vN=C"""

v~C=C

5 -C-H
en piano

"V-C-H
fuera del

plano

cm"
3500-3200
3500-3200

1560
814"

430

1,10-fenantrolina
cm'1

3382

1642

3058
1900-1700

1600-1400
1616
1586
1560 " "
1502
1422

'"1216-998"

854
778
738

trlsphenRu
c m '

" "3405
3405 "

3041
7900-1700"

'T6Ó0T400
1598
1577
1508"'""
1492

T22ÍÍ000

845"
774
722

4.1.3.3. Espectroscopia de RMN 'H

Los espectros de RMN } H, tanto de la 1,10-fenantrolina, como de trisphenRu se incluyen

en tas Figuras 14, 22 y 23

E! espectro de trisphenRu es bastante sencillo, según lo esperado y no refleja la

presencia de alguna impureza Es posible ver de esta manera que las tres fenantrolinas

coordinadas ai metal se encuentran de forma tal que son magnética y químicamente

equivalentes, pues medíante resonancia sólo se obtienen 4 señales, como en el caso de la

fenantrolina no coordinada, y no ocho como el caso de blsphenRu Existe, sin embargo, una

diferencia considerable en el patrón de señales comparándolo con la fenantrolina, lo cual

representa en este caso una evidencia de que este ligante se encuentra coordinado, Esta

evidencia ia constituye el movimiento del doblete de dobletes asignado a los protones en

posición 2 y 9 a la región de frecuencia baja o campo alto,, Este desplazamiento es el de

mayor magnitud de todas las señales del espectro

Los protones en las posiciones 2 y 9 se encuentran Influenciados solamente por el

metal y el átomo de carbono al cual se encuentra enlazado dicho protón, afirmación

sustentada en el estudio de fas distancias entre ios átomos en el complejo, obtenidas

mediante análisis de rayos-X160 T61., Por lo tanto este desplazamiento a campo alto puede
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explicarse considerando que como producto de la interacción del campo eléctrico del Ion

metálico, en el eniace C-H, la densidad electrónica se desplaza hacia el átomo de

hidrógeno o estimando la formación de una interacción Metal-H, como la que se presenta en

los hidruros de metales de transición562 y )63 También puede atribuirse una interacción con las

moléculas de agua existentes que le proporcionan densidad electrónica a los átomos de

hidrógeno Puede considerarse además, como en el caso de los complejos bisustrruidos, la

interacción con el efecto anisotróplco magnético del anillo aromático (ESQUEMA 4.4), que

provea de densidad de carga, desplazando la resonancia a campo fuerte'50.

ESQUEMA 4,4. Representación gráfica de organización espacial en el complejo trlsphenRu
(N-N =l,l&fenantrol¡na)

En la TABLA 4.16 se resumen los datos principales de los espectros de trisphenRu y el

ligante libre obtenidos mediante esta técnica:

TABLA 4 16, Datos de RMN ' H enpprn de trisphenRu y 1,10-fenantolina

O2 7H20

trisphenRu
] , 10-fenantrolina

H2,9
8.099-8.077 m
9.096-9.084 m

K3.8
7.798-7.753 m
7.766-7.742 m"

H47
8,806-8774 m
8.482-8.462 m

HS.6
8.402 S
7.971 s

_ m=murriplete, s=singulete, d=dobíefe, t=tripiete

Es importante mencionar que estudios previos161 demuestran que el desplazamiento a

campo alto de los protones en las posiciones 2 y 9 de la fenantroilna no son dependientes del

disolvente, Este hecho puede explicarse por la incapacidad de las moléculas de disolvente
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para penetrar dentro de! ion compfejo lo suficiente como para modificar las Interacciones

existentes en el catión,

4,1,3,4.- Espectroscopia UV Vis en disolución

Existen ya en la literatura numerosos estudios en la asignación de bandas y transiciones

electrónicas en los espectros UV-vis de este tipo de compuestos164 1Ó5 1éó 167 168

En la Figura 24 se presenta el espectro electrónico de trisphenRu, en disolución

efanólíca,

Para la asignación de las bandas se consideró que el campo ligante alrededor del ion

rutenio(fl) tienen una simetría prácticamente octaédrica, El ion rutenio(ll) tiene una

configuración electrónica 4d6, Tres de los orbitales d se encuentran ocupados (xz, yz, y xy)

mientras que los dos restantes esta desocupados (x2-/ y z2),

En un campo ligante octaédrico perfecto, los orbitales d ocupados son degenerados

y tienen una simetría t2g/ y los orbitales desocupados, también degenerados cuentan con una

simetría eg, Una vez que !a simetría de ia estructura es modificada por la presencia del ligante,

la degeneración de los orbitales se destruye y por tanto se diferencian energéticamente entre

sí Los complejos de rutenio(ll) coordinados a ligantes con N como srrio de coordinación al

metal se asumen con configuración d6 de bajo espía ya que se sabe que los grupos amino

y los heterocíclos nitrogenados generan este campo fuerte. Dado que la nueva simetría del

complejo trisustítuído es D3, puede establecerse con bastante precisión que eí ordenamiento

de los orbitales muestra una estructura como la descrita en el ESQUEMA 4,5:

e r».
e)— T Í » Ce)

- T T * Í )

XX
TT,

ESQUEMA 4,5 Diagrama de orbitales moleculares en complejos con configuración d6 y simetría D3
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En el esquema anterior se registran además de los orbitales del núcleo metálico, los

orbitales de ¡a fenantroiina (válido para bipírídina también), los dos orbitales rcfde enlace) y los

dos orbitales u*(antieniace) del ligante conjugado, En este caso se asume que ¡os electrones

se encuentran apareados, io cual se confirma con el diamagnetismo observado en el

complejo Las configuraciones excitadas se generan mediante ¡a promoción de los

electrones en los orbitales d a ios orbitales n*{a2) ó 7t*(e).

Del espectro electrónico podemos por tanto concluir que los máximos de absorción

en la región UV corresponden a las transferencias de carga internas en la fenantrolina(7E*-<-7c},

Comparando con el espectro del ligante libre es posible detectar el desplazamiento de las

señales. Por otro lado, las bandas en 422 y 446 se asignan a transiciones electrónicas

permitidas por l.aporte del tipo n*<-~ t2g, a las cuales se les atribuye el color anaranjado oscuro

intenso característico de este tipo de compuestos,

A úitimas fechas se están realizando múltiples Investigaciones en el sentido de

determinar el origen de la luminiscencia típica de este tipo de compuestos, especialmente

en el caso de los derivados de bipirídina, Gracias a la propiedad de luminiscencia en estos

compuestos se ha establecido una reactividad interesante,. Teóricamente existe la posibilidad

de llevar a cabo la hidrólisis de la molécula de agua mediante la excitación y reacciones

fotoquímicas acopladas de estos compuestos, Estas relaciones pueden dar resultados

particularmente útiles en el entendimiento de procesos biológicos más complejos, como lo

es ¡a fotolisis de agua en la fotosíntesis de las plantas superiores,

4,2 - Síntesis alterna de complejos análogos al RR a partir de mononucleares

La síntesis alterna descrita en este trabajo de tesis se retomó del artículo cuyos autores

son Meyer, Geselowitz y Kutner129.

La necesidad de evaluar otra ruta sintética surge de la intención de obtener una serle

; de compuestos análogos ai RR con diferentes ligantes, bastante difícil partiendo de la síntesis

' descEÜa-en nüestTQ trabajo previo125 De ese trabajo pudemos concluir que las condiciones de

reacción favorecen exclusivamente la coordinación de fenantroiina a la estructura metálica,

pues ¡os resultados empleando ligantes como el cianuro, aminas secundarias (como el

picdien), aminas primarias (como la etilendiamina) e inclusive una estructura similar a la

fenantrolina, como lo es la bipiridina, no fueron satisfactorios

En el trabajo de Meyer se describe ¡a síntesis y caracterización de un análogo ai RR

con bipiridina sustituida a la estructura metálica trinuclear, Decidimos entonces sintetizar dicho
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complejo y llevar a cabo la síntesis del análogo con fenantrolina, para de esta manera contar

con mayor evidencia de la reactividad de estos complejos análogos al RR,

4.2,1.- Síntesis y caracterización del perclorato de di-fi-oxo-

bis(acuabisbipiridinarutenio(IH))bisbipiridinarutenio(IV),RRBpyl

Como ya se mencionó, la síntesis alterna tiene una lógica de construcción diferente a

la síntesis diseñada en nuestro grupo de investigación, Meyer parte de compuestos

mononucleares disustituidos previamente con el ligante de interés (en este caso blpiridina y

fenantroüna) y un sitio lábil que pueda dar finalmente origen a ¡as especies trinucieares; por

otra parte. Ja síntesis diseñada en nuestro grupo parte de la especie trinucfear y se induce ia

sustitución del ligante amino por fenantrolina. También es importante mencionar que esta

síntesis es reproducíbie,

A continuación se registran ios resultados obtenidos de ia caracterización de este

compuesto:

4.2.1.1.- Análisis elemental y propiedades físicas

El sóíido obtenido al final de las recrístalizaciones y lavados, RRBpyi, es café rojizo

oscuro microcristaüno, características propias del complejo descrito por Meyer. B rendimiento

de ia reacción indica un porcentaje del 42,19%. En la TABLA 4.17 concentramos la

composición tanto calculada como experimental a partir de una fórmula propuesta y en !a

TABLA 4 18 se anexan algunas propiedades físicas,

Es importante mencionar que en DMSO, etanol, metanol y acetona, ias disoluciones

de RRBpyl, primero rojizas oscuras se tornan con ei tiempo verde esmeralda, Sin embargo, los

colores de las disoluciones frescas, muestran bastante similitud a las disoluciones deí RR,

además de ser muy intensas

TABLA 4,17 Análisis Elementa! de RRBpyT

Eiemento

% Teórico

C
Yo Experimental 35.07 8.13

35.48

N

8.28
ll£
$.28

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula mínima

Ru3O2(C10N2He)ó{H2O)9(CIO4)ól que tiene un peso molecular de 2031 17 g/mol, lo cuaí implica
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como está descrito en la fórmula anterior que hay seis moléculas de bipiridina coordinadas,

dos de agua y como contraion se tiene al perclorato además de 7 moléculas de agua de

hidratación

TABLA 4J_8. Propiedades físicas de RRBpyl

Fórmula

Ru3O2(C10N2H8)6(H2O)2(CtO

Color

rojo oscuro
Microcristalino

Solubilidad
PMF
DMSO
Acetona
Agua
Etanol
Metanol
Éter

4-4-4-
+ 4-4-
4-4-
4-4
4-
4-
4'

+ insoiubie, + f parcialmente soluble y 4 + +• soluble

La precipitación de este compuesto es difícil, inlcialmente se obtiene una sustancia de

consistencia de gel, que tras múltiples lavados y recristalizaciones con solución de perclorato

de sodio ai 1 % es posible recuperarlo

4.2.1,2 - Espectroscopia de infrarrojo

La caracterización de este compuesto mediante espectroscopia infrarroja en la región

media se reaiizó a partir del espectro contenido en la Figura 25, Los espectros de Infrarrojo de

las materias primas, es decir, 2,2'-bipiridina y ei mononuclear bisbipyRu, se encuentran en tas

Figuras 2 y 3; finalmente, la TABLA 4 ] 9 presenta ¡as bandas principales y su asignación.

El espectro de IR de RRBpyl muestra un comportamiento similar a bisbipyRu, con

algunas diferencias que denotan cambios en la estructura química del compuesto, tas cuales

son expuestas claramente en la TABLA 4,19. Un análisis detallado de las señales nos permite

detectar que en RRBpyl hay una menor definición de ias señales debidas a las vibraciones de

los enlaces en las estructuras aromáticas. También es posible detectar el desplazamiento de

algunas señales, en algunos casos a frecuencias aftas y en otros a frecuencias bajas
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TABLA 4,]_9. Principales bandas en Infrarrojo de RRBpyl

5 =C-H fuera
def plano

vAr-H
vN=C "

en plano
8 =CH

fuera de!
plano

" v3 Cl-O

v4 Cl-O

1970-1610

16001400
1578
1556

" "1452 "
1415

"1250-990""

" 7 5 7

1600-1522

1459-1418
1636
1600

1458 2 6 "
141^07

I26T-10T8"

763,727
657, 648

1170-1050
banda ancha

e intensa
635-615

1900-1603

1600-1422
1634
1603
1467

¿__
"1145-1086

cubiertas por contraían
770

637,626

636 y 626

Es importante recalcar que del espectro es posible detectar ia presencia de agua de

cristalización, como queda de manifiesto por las señales a 3,400 y 1,633 cm1, Puede

además observarse la banda de elongación del enlace Ru-O en 422 cm"', que se sugiere es

debido a la presencia de enlaces p-oxo

Las bandas atribuidas a las vibraciones de elongación de! enlace O N aromático,

muestran desplazamientos a frecuencias ligeramente mayores, que se atribuyen en principio

y según la teoría vibracional al incremento en la masa reducida debido al aumento de

complejidad del nuevo compuesto, aunque también deben estar involucrados efectos de

iocallzación de la carga en las estructuras aromáticas producto de la coordinación,

También ias vibraciones de elongación del enlace N=C aromático se muestran

ligeramente corridas a mayor frecuencia y en el caso de ¡a banda en 1603 es posible

detectar un incremento de su intensidad,

La coordinación de los percloratos a metales de transición se observa

predominantemente cuando se trabaja con disolventes no acuosos, que no es el caso El

espectro IR medio del perclorato de sodio muestra solamente dos bandas atribuidas a las

vibraciones de elongación del enlace Cl-O, una intensa en el intervalo de 1,170-1,050 cm'1 y
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otra débil en 635 615 cm ' La simetría del ion perclorato, Td, presenta nueve grados de

libertad vibracional, ios cuales se distribuyen entre 4 modos de vibración, De las 4 vibraciones

solamente v3 y v4 son activas por infrarrojo, y la banda v3 es bastante intensa y ancha

En RRBpyl, el muítiplete localizado en ei intervalo de los 1,145-1,085 cm1 denota la

disminución de la simetría del perclorato, y en tai caso puede atribuirse a la coordinación del

perclorato ai metal o a efectos de red cristalina o a acoplamientos entre vibraciones de iones

perclorato Si bien el ambiente químico generado por la red de cristalización puede ser

responsable de una disminución de la simetría y, por ende, ai incremento de los modos de

vibración, la contribución normalmente es mínima145 ló9, aun cuando si se han detectado

desdoblamientos de la banda por efectos de la red En la Figura 26 se presenta el espectro

de infrarrojo lejano de RRBpyl en donde es posible Identificar esta banda en 335 cm ] Este

hecho podría implicar que el perclorato se encuentre coordinado al rutenlo. Sin embargo es

necesario realizar otras pruebas con la finalidad de corroborar esta evidencia vibracional

4.2.1.3.- Momento magnético

Se determinó experimentalmente la susceptibilidad magnética, la cual nos permitió

calcular ei momento magnético de RRBpyl a 20 °C, el cual fue de 2 80 MB,, Es ya sabido que

el RR, complejo de valencia mixta con Ru[ilí) y Ru(rV), es un compuesto diamagnético, sin

embargo, RRBpyl no lo es, lo cuaí sugiere la posibilidad de la presencia de alguna impureza

o que simplemente RRBpyl sea un compuesto paramagnético.

4.2.1.4. Espectroscopia de RMN 1H

Los espectros de RMN 'H tanto de la 2,2' bipirídina como de bisbipyRu, se han

discutido ampliamente en ¡a sección 4.1.1,3 Los espectros de RRBpyl se presentan en las

Figuras 27, 28, 29 y 30 Se realizaron en DMSO con TMS como estándar interno, Es importante

recalcar la complejidad de los espectros (Figura 27), aun después del intercambio con agua

deuterada (Figuras 28 y 29),

Del espectro en la Figura 28, podemos observar la presencia de señales a campo

alto, que no se esperaban, señales que aparecen 2 ppm, También es importante enfatizar

que se generan señales en el espectro hasta 16 ppm, obviamente inesperado considerando

¡a especie sintetizada,

En su trabajo, Meyer y colaboradores no describen el estudio mediante RMN !H ni se

registran los momentos magnéticos, •
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El espectro es bastante complejo en la región aromática, el cual puede explicarse en

función de la existencia de diferentes ambientes magnéticos para las blpiridinas y aún

cuando la adición de agua deuterada simplifica algunas señales, no es suficiente para hacer

un análisis completo Es posible además observar que las señales en la región aromática"'no

están en una línea base recta, lo cual se puede deber a la presencia de especies,

paramagnéticas,

Al dejar pasar algún tiempo (2 días) nos percatamos que fa disolución adquirió una

coloración verde botella intenso, casi negra, Se determinó el espectro de RMN 'H (Figura 30),

obteniéndose resultados aun más inesperados Es posible detectar la presencia de señales

hasta -30 ppm en la RMN nH, y señales hasta 25 ppm,

Esta evidencia muestra claramente que se están llevando a cabo reacciones en

disolución ya que no es posible proponer que se debe a reacciones de desplazamiento de

ligante, por el DMSO, las cuales no generarían desplazamientos tan pronunciados

Los espectros de RMN 13C, que no se incluyen, tienen un comportamiento muy similar,

son bastante compiejos y con señales no esperadas.

De este análisis observamos que e! compuesto obtenido no es el esperado aun

cuando el análisis elemental dio buenos resultados,

4,2.1.5,- Espectroscopia UV-Vis en disolución

Meyer y colaboradores determinan el espectro electrónico de RRBpyl, el cual se

muestra en ei ESQUEMA 4,6 En la Figura 31 se presenta e! espectro UVVis obtenido por

nosotros para RRBpyl, tanto en agua como en solución de hidróxldo de sodio (NaOH) 0.1 M.

Es importante hacer notar ¡a diferencia de los espectros en ambas condiciones,

Los autores sostienen que en medio básico, el complejo trinuciear pierde un protón de

cada una de las moléculas de agua coordinadas al metal Aun cuando podría pensarse

que esa es la razón de la diferencia de los espectros, y por las demás evidencias

experimentales que hemos encontrado creemos que existe una reactividad mucho más

compleja que la descrita por Meyer, Éste no registran en su artículo el espectro electrónico del

trinuciear en agua, ni mencionan las razones por las que no lo hacen,

[(Bpy)2(OH2)RuORu(Bpy)2ORu(OH2)(Bpy)2]
6+^[{Bpy)2(OH)RuC:)Ru(Bpy)2ORu(OH)(Bpy)2]
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Esquema 4 ó Espectro UVvis de RRBpyl, £f espectro en línea punteada se realizó empleando

corno disolvente NaOH, 01 M El espectro en línea continua, empieó ácido

tetrafluorometanosulfónico (HTFMS) 0 1M Geselowitz et al /norg, Chem. 1986:25 2015-2023

Por otra parte, eí espectro en medio básico de RRBpyl es muy similar al espectro

electrónico del trinuciear descrito por Meyer, lo cual nos ileva a suponer que obtuvimos el

mismo compuesto. Sin embargo, se presentan diferencias en los coeficientes de extinción

molares obtenidos, Meyer informa que sus máximos en 673 nm y 475 nm tienen coeficientes

de extinción molar de 80400 y 7800 M'cm1 respectivamente, mientras que RRBpyl presenta

en sus máximos de absorción en 660 nm y 468 nm coeficientes de extinción de 78429 y

456Q4 M1 c m ' respectivamente,, Se sugiere de estos resultados que RRBpyl contiene una

impureza capaz de generar esta diferencia, y el efecto perceptible en RMN 1H. Sin embargo,

con el tiempo la solución en medio básico presenta un cambio importante de coloración de

rojo oscuro a violeta o azul marino, cuyo espectro indica desplazamiento e incremento en la

intensidad del máximo en 668 nm y ia desaparición del máximo en 468 nm (espectro no

reportado), Por io tanto RRBpyl puede en realidad consistir en una mezcla de! trinuciear

descrito por Meyer y uno de ios intermediarios de la reacción,

También se determinó el espectro electrónico de RRBpyl en ácido

frifluorometanosuffóníco (HTFMS) 0.1M (Figura 32} Nuevamente existe gran símii'rfud entre este

espectro y el descrito por Meyer, pero también diferencias Los máximos de absorción de

RRBpyl, localizados en 398, 469 y 651 nm presentan coeficientes de extinción molar de

57,979, 44,042 y l39,362M"1crrr1, respectivamente, Meyer, por su parte, encontró que ios
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máximos de absorción del trlnuclear en medio ácido están en 653, 462 y 393nm con

coeficientes de extinción del orden de 105,000, 7,200 y 9,990 M'crrr1. Estos resultados son

consistentes con ios resultados en medio básico, pues nuevamente ios coeficientes de

extinción de RRBpyl son mayores a lo esperado, por ¡o cual podemos suponer la presencia

de alguna impureza, que creemos es un intermediario de la reacción.

E! espectro electrónico de RRBpyl es bastante diferente del espectro del RR, pues

además de presentarse una banda adicional en una longitud de onda de 660 nm, los

coeficientes de extinción son aproximadamente 6 veces mayores que los típicos coeficientes

de extinción molar de! RR Por lo anterior tenemos serías dudas sobre la identidad ó

caracterización realizada por Meyer, sin embargo se requiere de más investigación

Además, en su artículo, Meyer describe el espectro electrónico del RR con bandas que

en realidad no pertenecen al RR sino a algunas impurezas, las cuaies presentan sus máximos

de absorción en 758 nm y 245 nm, que corresponden al violeta de rutenio y derivados

nitrosifados de rutenio (ver ESQUEMA 1.19 del CAPÍTULO 1),

Finalmente, la reactividad observada en este compuesto es totalmente diferente a la

reactividad de análogos por sustitución de ligante estudiados por nosotros, por ejemplo

RRPhen2, que retomaremos al final de esta sección,,

4.2,2- Síntesis y caracterización del perclorato de di-j¿-oxo-

bis(acuabisfenantrolinaTutenio(NI))bisfenantrolinarutenio(IV),RRPhen3

Esta síntesis, una modificación de la síntesis del análogo al RR con bipiridina descrita

por Meyer y colaboradores, es reproducible

Enseguida expondremos la evidencia química obtenida en la caracterización de

RRPhen3:

4 2 2 1 - Análisis elementa! y propiedades físicas

La recuperación de este producto resultó más sencilla que en el caso de RRBpyl, pues

•rras los lavados con éter, la consistencia era la de un sólido fácilmente recuperable del papel

filtro, nogef,

El sólido final, después de las recrístaíizaciones con solución de NaCiO4, es de color

café oscuro microcristalino, muy similar a RRBpyl, Finalmente después de secar el compuesto

previamente recristalizado, se obtiene un rendimiento de 48,8%
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La composición porcentual, tanto calculada como experimenta! a partir de la fórmula

propuesta, se muestra en la TABLA 4,20 y en la TABLA 4 21 se resumen algunas propiedades

físicas,

TABLA 4 20, Análisis Elemental de RRPhen3

Elemento
% Experimental
% Teórico

C_
38.52
"39.7ó"

ü
2-SL
7.73

TABLA 4,21. Propiedades físicas de RRPhen3_

PMfg/mol)Fórmula

Ru3O2(C12N2H8)ó(H2O)2(CI04)ó7H2O 2055 1 7

Color

Café rojizo
oscuro

Microcrlstafino

Solubilidad
DMF
DMSO
Acetona
Agua
Etanol
Metano!
Éter

4+4-
4-4-4-
4-4-

4-

4-

ínsoluble, ++ parcialmente soluble y ++4- soluble

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula

Ru3O2{C12N2H8}ó{H2O}9{C¡O4)ó, que cuenta con un peso molecular de 2055,17 g/mol, según lo

cual RRPhen3 tiene seis moléculas de 1,10-fenantrolina coordinadas, dos de agua y como

contraion se tiene al perclorato además de 7 moléculas de agua de hidratación.

Las disoluciones de RRPhen3 en DMSO, acetona, acetonltrilo y agua con el tiempo

cambian su color de vino oscuro a verde, sin embargo es importante mencionar que los

tiempos son de! orden de segundos, mucho menores que los tiempos en los cuales se

detecta este cambio en RRBpyl Este incremento de reactividad puede explicarse gracias a

las propiedades que la fenantroiina aporta, Por ejemplo, se puede recordar que en los

complejos mononucleares de rutenio se estudia la velocidad de ía reacción de reducción

de Ru(lll) a Ru(ll), trisustituido con bipiridina, que es rápida, pero que puede detectarse

mediante la técnica de stopped flow, Sin embargo, ía misma reacción con complejos de

fenantroiina no se puede estudiar debido a que dicha conversión se lleva a cabo de manera

instantánea,

Los cambios físicos de ia mezcla de reacción durante ía síntesis son muy similares a los

cambios registrados por RRBpyl
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4 2.2.2.- Espectroscopia de infrarrojo

El espectro de infrarrojo medio de este compuesto se muestra en la Figura 33 Los

espectros de infrarrojo de las materias primas, es decir, 1,10-fenantrolina y bisphenRu se

concentran en las Figuras 12 y 13 respectivamente; finalmente, en la TABLA 4,22 se resume la

asignación de las señaies del espectro

TABLA 4.22. Principales bandas en Infrarrojo de RRPhen3
BANDAS

v5O-H

S 3H75
Pr H?O
pw H?O
v Ru-O
v =C-H

5 =C-H fuera
del plano

vAr-H
vN=C

vC=C

5 -C-H
en plano
5 -C-H

fuera del
plano

v3 Cl-O

v4 Cl-O

1,10-fenantrolína
cm'

___ 3382

Tó42

3058
1900-1700

1600-1400
1616
1586
1560
1502
1422

1216-998

854
778
738

bisphenRu
cm"1

3412

T626
-

-
3029.92

1970-1700

1600-1400
1592
1564

1497,86
1444.33
1422 65
1405.66

1285-912

842
770
716

NaCIO4

— . „ 1

,

1170 1050
banda

ancha e
intensa
635-615

RRPhen3

_342ó_

"¿29
-

3050
1921

1629-1340
1608
1517
1428
1385
1341

cubiertas por contraion

846
777
718
1143
1114
1084

628

Es posible detectar del espectro, el agua de nidratación presente en este complejo, La

mayoría de las señales presentan un desplazamiento a mayor frecuencia, aún cuando la

intensidad de las señales se ve disminuida por la presencia de la señal intensa del perclorato

El espectro de RRPhen3 no es muy similar al de bisphenRu, aunque las bandas más intensas

en e! espectro de bisphenRu aún pueden detectarse en el de RRPhen3, El espectro se

simplifica considerablemente
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En este caso, nuevamente es posible ver que la banda asignada a la vibración de

elongación Cl-O del perciorato de sodio, se desdobla, lo cual pone de manifiesto la

disminución de ia simetría del ion perciorato

En el caso del perciorato, como hemos mencionado antes, el ambiente químico

generado por la red de cristalización en ei complejo puede ser responsable de una

disminución de la simetría del perciorato, y por ende del incremento de ios modos de

vibración, la contribución es mínima145 ló9, sin embargo, se han detectado desdoblamientos

de la banda por efectos de la red,

En este caso también nos valimos de la espectroscopia de Infrarrojo lejano, ya que se

ha documentado una banda en 330 crrv1 aproximadamente, en complejos de! ion

perciorato, de intensidad más bien débil, atribuida a la vibración de elongación del enlace

M-O, En la Figura 34 se encuentra ei espectro de infrarrojo iejano de RRPhen3 en donde es

difícil estabiecer fa asignación de ia banda Así, es posible que el perciorato no esté

coordinado al rutenio y sea la red cristalina la causante de la reducción de simetría e

incremento en modos de vibración

4.2.2.3 - Momento magnético

Se determinó experimentaimente ta susceptibilidad magnética de RRPhen3, ia cual

nos permitió calcular el momento magnético a 20 °C, ei cual fue de 2.94 MB. Nuevamente

es conocido que el RR es un compuesto diamagnético, por io cuai si RRPhen3 es un

compuesto anáíogo ai RR, éste debe contener alguna impureza paramagnética que da

origen a este valor,

4.2.2 4, Espectroscopia de RMN ]H

l.os espectros de RMN ]H de ios reactivos empleados en la síntesis de RRPhen3, tanto

de la 1,10-fenantroiina como de bisphenRu, se discutieron en la sección 4,1,2,3. En las Figuras

35, 36 y 37 se incluyen los espectros de resonancia de RRPhen3, en los que se empleó DMSO

(dimetilsulfóxido) como medio disolvente y TMS como referencia interna.

Ai momento de preparar las disoluciones y colocarlas en el tubo de resonancia nos

percatamos de la transformación de ia disolución de color rojo intenso a verde, Debido a la

rapidez con ia que se efectúa esta conversión fue imposible detectar el espectro de ¡a

especie roja, por lo cual los espectros corresponden a la especie en solución de color verde.
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De estos espectros lo que salta a la vista es la complejidad de señales generadas en

la muestra principalmente en los alrededores de la región aromática entre 7 y 10 ppm Este

fenómeno sin duda se debe a la existencia en ia muestra de fenantrollna en ambientes

magnéticos diferentes, por lo cual sus señales son diferentes, Esto puede también atribuirse a

una cantidad importante de impurezas También se observan en el espectro señales en

campo fuerte y débil no esperadas, sobre todo por tratarse de una resonancia protónica en

donde normalmente la escala es de 1 a 11 ppm, Por ejemplo, es posible ver señales de

fenarrtrotina hasta 20 ppm y ~24ppm. Tampoco esperadas, se observan fas señales a 2ppm,

Este comportamiento anormal también se presenta en RRBpyl, que nos lleva a pensar

que es el mismo tipo de impureza o el mismo tipo de reactividad que le dio origen,

Finalmente aunque parecía que por los análisis elementales, RRPhen3 es de naturaleza

trinuciear, análoga a! RR, la resonancia magnética nuclear no es consistente con tal

afirmación,

4.2.2.5 - Espectroscopia UV Vis en disolución

La espectroscopia electrónica ha sido una herramienta útil en la caracterización e

identificación del RR y sus análogos por reacciones redox. Sin embargo, en lo que respecta a

los compuestos sintetizados mediante la técnica de Meyer, ios espectros son

substanciaimente diferentes al RR, aun cuando es de esperarse un comportamiento

parecido Sin embargo, existe consistencia en cuanto a la intensidad de las bandas atribuidas

a transferencias de carga ligante-metal que por su naturaleza poseen altos coeficientes de

extinción molar

En la Figura 38 se presenta el espectro UV-Vis obtenido para RRPhen3, en solución de

hidróxido de sodio (NaOH) 0,1 M y en HTFMS 0,1 M. Es importante anotar que en solución

acuosa es posible percibir que la coloración inicial de la disolución es roja oscura, pero casi

de inmediato cambia a verde intenso, Por otro lado, en medio básico y ácido ia disolución

adquiere ei color verde intenso de inmediato.

Ambos espectros muestran diferencias en la región de los 350-500 nm, que en el caso

de RRBpyl se atribuyó a la desprotonación de las moléculas de agua coordinadas a rutenio,

Nuestra opinión es que se está llevado a cabo algo más que una desprotonación,

creemos que están procediendo reacciones redox importantes, sin embargo esta propuesta

requiere de estudios, y finalmente éstos salen de los objetivos de este trabajo de tesis,
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Los coeficientes de extinción de RRPhen3 en medio ácido y básico son menores a los

observados en RRBpyl, Además, en medio básico era de esperarse el desplazamiento de la

seña!, que aparece a 653 nm en medio ácido, a aproximadamente 673 nm, como Meyer

describió en su trinuctear, pero nosotros no detectamos corrimientos de esa señal en función

del pH del medio En el caso de RRBpyl este desplazamiento es muy pequeño

4.3 - Síntesis, caracterización y purificación de análogos al RR por procesos redox

Para poder completar el estudio de los análogos al RR era conveniente realizar ia

síntesis de ios análogos por oxidación de éste Estos compuestos además eran requeridos en

el estudio del efecto inhibidor dei proceso fotosintótico, que pretende determinar la influencia

de ia conformación, el tamaño, la aromaticidad y ia carga en la actividad biológica de ios

análogos al RR.

En este apartado se presenta la evidencia obtenida del estudio de la reactividad dei

mismo rojo de rutenio (RR), café de rutenio (CR) y violeta de ruienio (VR), Asf como los

hallazgos en los procesos de purificación de estos compuestos,

4.3,. 1.- Nueva evidencia en la caracterización y purificación del RR

4.3,1.1 .-• Purificación cromatográfica del RR

Del estudio previo de este tipo de compuestos'25 determinamos que la obtención de

estructuras cristalinas es un ejercicio complejo, En un intento por favorecer la cristalización de

estos compuestos decidimos emplear la cromatografía de intercambio iónico, con la

finalidad de afinar la purificación de las muestras empleadas en los ejercicios de

cristalización, pues prevalecía la posibilidad de que cualquier tipo de contaminación

impidiera ía cristalización de ios análogos,

También era importante contar con muestras purificadas de RR, CR y VR para los

estudios biológicos, lo cual nos exigía ei empleo de técnicas de purificación especializadas,

Este apartado es particularmente Importante en el caso del CR, pues está bien documentada

la presencia de una impureza identificada en las muestras comerciales dei RR, que es

detectable por un máximo en el espectro UV~Vis, a 360 nm, señal que podría traslaparse con

las señales típicas de CR Tal impureza de naturaleza dinuciear (Ru360) ha mostrado una

considerable actividad inhibitoria del transporte de calcio mitocondrial
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Existen en (a literatura descripciones de procedimientos de purificación, pues ha

resultado muy importante sobre todo en eí campo de las aplicaciones biológicas, en donde

es necesario contar con muestras puras a fas cuales pueda correctamente atribuírsele un

efecto biológico dado evitando de esta forma cometer errores en la asignación de una

actividad biológica, tai como sucedió en el estudio del efecto inhibidor del transporte de

calcio mitocondrial en mamíferos por RR, que posteriores experimentos determinaron que

dicho efecto inhibidor era generado por una impureza dinuctear presente en las muestras

comerclaies de RR125Y130.

La literatura contiene información suficiente sobre la cromatografía de intercambio

iónico y decidimos recurrir a ella en función de los buenos resultados obtenidos en un estudio

químico del complejo dinuclear de alíenlo. La técnica de purificación desarrollada en este

trabajo de tesis fue tomada del trabajo hecho por Ying y colaboradores130,

Experimentalmente los resultados obtenidos en nuestro trabajo son comparables a los

resultados obtenidos por el grupo de Ying130

La separación del RR en columna nos permitió detectar por lo menos cuatro

fracciones definidas por coloraciones diferentes Con este método la fracción que eluyó con

la solución 0.6M de formiato de amonio contenía al RR, tal como lo informa Ying. Una vez

obtenida ia fracción se liofitizó de inmediato con la finalidad de evitar al máximo la

descomposición del RR Finalmente se disolvió nuevamente en una solución de cloruro de

amonio 0,1 M y se paso por ia columna intercambiadora de aniones (previamente saturada

de cloruros mediante adición de una solución 2N de ácido clorhídrico, lavada y estabilizada

a pH=6) con la finalidad de recuperar al RR con cloruro como contraíon,

El seguimiento de esta separación se llevó a cabo medíante espectroscopia

electrónica, del que los resultados más importantes se concentran en la Figura 39, En la Figura

40 se presenta el espectro electrónico en disolución acuosa del RR purificado medíante

intercambio iónico, El coeficiente de extinción mofar del RR purificado por métodos

químicos125, fue de 17,035 M'cm1, mientras que el coeficiente de extinción de RR purificado

por cromatografía de intercambio iónico fue de 18,091 M^cnrv1

Como se mencionó en los antecedentes, se han propuesto diagramas de orbitales

moleculares para el RR, que son similares al diagrama propuesto para el complejo

[RüaOCho]4', de tal forma que ía banda más intensa, localizada a 532 nm se asigna a la

transición 3tVn {eg'<-eu), en donde se ven involucrados los orbitales moleculares

desiocalizados metal-oxígeno,
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4 3 1.2. Espectroscopia de infrarrojo lejano

La espectroscopia de infrarrojo medio ha sido empleada en !a caracterización del RR y

compuestos análogos, como queda de manifiesto en este trabajo y en el trabajo de tesis

antecedente de éste Sin embargo, la espectroscopia de infrarrojo lejano no ría sido

empleada en la caracterización de estos complejos ji-oxo. Es sabido118 que existe una

vibración característica de elongación asimétrica Ru-O-Ru, presente en compiejos como

[Ru2OCl10]
4" en 805 cm'1, que además refleja la naturaleza linear del enlace Ru-O-Ru.

Desafortunadamente en complejos ominados esta banda de vibración es imposible de

detectar ya que los grupos amino cuentan con una vibración del enlace N H tipo "rocking" en

esa frecuencia, Este tipo de enlaces M-O-M, cuentan con otro modo de vibración, una

elongación simétrica que se genera a frecuencias de aproximadamente 215-260 crrv1, ésta

debido a la estructura lineal o prácticamente lineal170171,

El espectro en la región del Infrarrojo medio se encuentra en ia Figura 41 En éste, ¡a

banda intensa y ancha de vibración simétrica se localiza a 250 cm } , La presencia de esta

señal permite inferir que es una estructura Ru-O-Ru-O-Ru lineal,

Retomando el estudio en la región de Infrarrojo lejano de RRBpyl y RRPhen3 (secciones

4,2 1 2 y 4,2,2.2, Figuras 26 y 34) observamos que ambos espectros carecen de esta banda,

de lo cual se sugiere que en estos compuestos no existe el enlace M-O-M, ni lineal, ni

angular. Además, una estructura del tipo M2Ü2, presenta una banda M-O-M entre 500-560

cm"1, la cuai tampoco existe en estos compuestos,

4,3.1,3.,- Análisis termogravimétrico

Como complemento de la información que se tiene sobre el RR, carente en la

literatura, decidimos hacer un análisis termogravimétrico, para identificar la temperatura de

descomposición del RR, la forma de descomposición y ia cantidad de moléculas de agua y

su naturaleza (de coordinación o hidratacíón).

Para este estudio empleamos el RR purificado mediante cromatografía de intercambio

iónico El análisis elemental de este compuesto determinó ia composición porcentual que se

reúne en ia 1ABLA 4,23, en donde también se concentra la composición porcentual teórica
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TABLA 4,23 Análisis Elemental del RR

Ru3Q2ENH3)MC)66H2O
PrvN903.36g/mol

Elemento
% Experimental
% Teórico

N
21,73
21.93

6
ó

H
,07
.04

De este análisis se determinó que e! RR cuenta con seis moléculas de agua de

cristalización Este hecho es compatible con ía fórmula mínima determinada por Fletcher,

quien lo sintetizó y caracterizó104, pues se determinó que contenía 4 moléculas de agua y

para ei CR propuso 5 moléculas de agua de cristalización,

La curva termogravirnótrica de RR (Figura 42] se realizó bajo condiciones de atmósfera

de N2 y una velocidad de calentamiento de 10°C/min Los porcentajes de descomposición

más significativos, así como los intervalos de temperatura correspondientes se muestran en !a

TABLA 4 24

TABLA 4.24. Porcentajes de descomposición con respecto a lo temperatura paro RR purificado _

Compuesto
inicia!

RR

NK3 NH3 NH3 NH.3 NH3 NH3
\llf/ W \fll/

H3N Ru O Ru O Ru NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 WH3 fflH3 NH3 MH3

% de masa perdida acumulada

CI6ÓH2O

Especie
perdida

óH2O '
5NH3

6NH4CI,
3/2N2

calculado experimental
12 95
22.36
61.5

13
22,62

61

Temperatura (°C)

50-173 59
73,59-231.24

240-271

Compuesto
final

residuo

Especies
residuales

2Ru
RuO2

calculado

38,3

experimental

39

Temperatura (°C)

271-350

Las molécuias de agua se pierden cuando la muestra se calienta hasta 1 73 59 °C, lo

cual probablemente indica que se trata de moléculas de agua de cristalización, ya que ei

agua coordinada se pierde hasta 300-320 °C, El porcentaje cíe pérdida de masa

corresponde a ó moléculas de agua y se concluye que son de hidratación, Este dato

confirma los resultados del análisis elemental para el RR,,
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Ei compuesto empieza su descomposición aproximadamente a los 240 °C. Al calentar

hasta 231,24 °C, se pierden cinco moléculas de amoniaco, io cual se fundamenta en la

reactividad térmica típica de los complejos amoniacales de rutenio ya que es ei patrón de

descomposición común de éstos, específicamente en compiejos mononucleares Por

ejemplo, el análisis termogravimétrico del complejo mononuclear de rutenio, halogenuro de

hexaamminrutenio(HI) muestra una descomposición de primer orden que procede de la

siguiente manera y se inicia a 230°C118:

[RuíNH3)6]X3->[Ru(NH3)5X]X2+NH3

De este comportamiento salta a ía vista que no se coordinan todos los cloruros, pues

para eso se requiere de mayor cantidad de energía. Como ejemplo se tiene el caso del

cloruro de cloropentaamminrutenio(lii), cuya descomposición se inicia aproximadamente a

246 °C y procede de la siguiente forma118;

[Ru(NH3)5X]X2->[RuíNH3)3X3]4-2NH3

En el caso de RR, la siguiente pérdida de masa, bien corresponde a la pérdida de 5

moléculas de amoniaco Finalmente en el intervalo entre 240°C y 271 °C procede la última

etapa, propiamente de descomposición del RR, Aquí proponemos que ei 39% que

permanece tras ei calentamiento corresponde a la presencia de rutenio metálico y óxido de

rutenio(lV), mientras que el 38,38% que se pierde en este ultimo paso está compuesto de

nitrógeno y cloruro de amonio, ambos liberados, uno por tratarse de un gas y e! cloruro de

amonio perdido por procesos de sublimación-- El cloruro de amonio a condiciones

atmosféricas tiene una temperatura de subiimación de 290°C puro Esta propuesta se

sustenta en otra descomposición de un mononuctear que procede de la siguiente manera a

255°C118:

[Ru(NH3)3CI3j -> Ru +2NH4Cl(aJblima]+l/2N2[g)+HCIfg)

De este análisis proponemos que la descomposición del RR procede de la siguiente

forma:

[Ru3O2{NH3}14]CI6óH2O-^2Ru+RuO24-6NH4CI+5NH3+6H2

Finalmente se obtuvo un compuesto de alta pureza, el cual fue cristalizado mediante

ia técnica de evaporación lenta de disolvente pudiéndose observar la formación de

estructuras cristalinas, pero demasiado pequeñas para el análisis de difracción Sugerimos

realizar un cambio de.contraion o emplear otra técnica de cristalización más conveniente



lÉlRESULTAPOS Y DISCUSIÓN

Por otra parte, dada ¡a arfa pureza del compuesto obtenido pueden iniciarse ios estudios

mediante electroquímica técnica que requiere de reactivos puros,

4.3.2- Síntesis y caracterización del CR

La síntesis dei café de rutenio, cloruro de di-^-oxo-(pentaamminnjtenio(lll)pentaammin

rutenlo (rV))tetraamminrutenlo(lV], CR, procedió según io expuesto por Fietcher104 Ai momento

de adicionar el ácido nfrrico, ¡a solución adquirió una tonalidad ambarina y finalmente se

obtuvo un precipitado oscuro Los resultados de la caracterización se resumen a

continuación:

4.3.2 1 - Análisis elemental y propiedades físicas

Ei sólido obtenido tiene un color café tabaco intenso, casi negro, Al microscopio es

posible observar un sólido microcristalino El rendimiento de la reacción fue del 87,12% En la

TABLA 4 25 concentramos la composición tanto calculada como experimental a partir de una

fórmula propuesta y en la TABLA 4,26 se anexan algunas propiedades físicas importantes.

TABLA 4,25, Análisis Elemental del CR

Elemento
% Experimenta!

Teórico

N
26X13
'26,79

H_
4.53
4,77

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula mínima

[Ru3O2(NH3)M3{NO3)75H2O, con un peso molecular de 903,lg/mol, lo cual implica como está

descrito en la fórmula anterior, que ei CR cuenta con cinco moléculas de agua de

hidrataclón,

TABLA 4.26. Propiedades físicos de CR

Fórmula

[Ru3O2fNH3)14]íNO3)75H2O

PM(g/mol)

1097 75

Color

Café oscuro
Mícrocristafino

Solubilidad
DMF
DMSO
Agua
Acetona
Etanol
Metano!

+ •+• +

+ insoluole, + + parcialmente soluble y f + + soluble

Este compuesto se disuelve en agua con gradual transformación a! RR, Se determinó

la conductancia molar dando un valor de 730 AM, sin embargo es importante anotar que

99



af i l RESULTADOS Y DISCUSIÓN

durante la determinación se detectó la reducción ai RR, por lo tanto es necesario buscar

condiciones en los cuales esto no suceda para obtener ei valor correcto de conductancia

molar.

La medición de la susceptibilidad magnética a 25°C nos permitió caicuiar un

momento magnético de 1,85 MB, mientras que Fietcher reporta un momento magnético de

1 13 MB por átomo de rutenio.

La purificación mediante cromatografía de Intercambio iónico no dio buenos

resultados en ei caso de este compiejo, ya que durante el proceso una parte del CR se

transforma en RR Es necesario modificar las condiciones de trabajo para favorecer la

estabilización de esta especie En pruebas preliminares, las condiciones favorables son de

un medio ácido, específicamente soluciones de ácido nfrrico 0,01 M

4.3,.2.2.- Espectroscopia de infrarrojo

Ei espectro de infrarrojo del CR se presenta en la Figura 43, Estos resultados son muy

similares a ios reportados por Fietcher, La asignación de las señales más importantes y la

comparación con el RR se resume en la TABLA 4.27:

TABLA 4 27 Principales bandas en Infrarrojo del CR
BANDAS

v 5 OH
5SH2O

vNH 3

5aNH3

SSNH3

prNH3

voNO2

"vsNO2~

RR
3382

"~""ló42'~"

3228,3144
1616
1299"""

805

CR
3442

" ""l62ó"~ '
cubierta

3226,3146
1626
1293*'"""

cubierta
826
1384

" " Í352" " " '

KNO3

. —

1390
'1355"

iniciatmente podemos decir que los espectros de RR y CR son muy similares entre sí,

que es ¡o esperado Sin embargo, es posible detectar diferencias en las frecuencias de

vibración de los mismos enlaces. En el CR, el mayor desplazamiento se presenta en ia

vibración de deformación asimétrica del grupo amino También muestra un desplazamiento

considerable a frecuencia mayor la banda generada por ia vibración tipo "rocking" del

enlace N-H

Otra diferencia importante se puede detectar de las señales generadas por ia

vibración de elongación del enlace N-H, que aparece a aproximadamente 3,200 cm1 En el

caso dei RR, !a intensidad de la banda a 3,228 cm1 es mayor que la intensidad de la banda
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vecina (3,144 cm"1) Por el contrarío en CR, ía banda primera localizada a 3,226 cm ' es de

menor intensidad que la banda vecina, Esto puede explicarse en función de la proporción de

grupos arnino coordinados al metal En el caso del RR, 10 grupos amino están coordinados a

Ru(!lí}, mientras que sólo 4 están coordinados a Ru(IV), El CR presenta, por el contrario, 9

aminos coordinados a Ru(IV) y sólo 5 a Ru(lll)

Otra evidencia importante que da información de la estructura de este compuesto se

tiene mediante la espectroscopia de infrarrojo lejano Como hemos mencionado ¡a vibración

de elongación Ru-O-Ru, lineal, genera una señal en el intervalo de 215-260 cm1 El espectro

de infrarrojo lejano del CR presenta una banda en 250 c m \ tal como el RR De donde se

confirma ía estructura lineal dei RR (Figura 44),

4,3,2.3 Espectroscopia UV-Vis en disolución

Otra técnica ampliamente utilizada en la identificación de este tipo de compuestos es

la espectroscopia UV-Vis en disolución, El espectro electrónico en disolución del CR sintetizado

como parte de este trabajo de tesis se encuentra en la Figura 45..

Dado que en sofución acuosa e! CR se transforma espontáneamente en RR,

decidimos preparar fas disoluciones acidas, en las cuales es más estable el CR, preparadas a

partir ele una disolución de ácido nítrico 0 01N,,

La identificación de CR mediante esta técnica es positiva dada la existencia de

registros del espectro electrónico dei CR E! espectro muestra dos bandas atribuidas a

transferencias de carga, Hay coincidencia tanto en los máximos de absorción como en el

coeficiente de extinción mofar, pues para nuestro CR es de 33,332 M"]cmA y el coeficiente

consultado en la literatura es de 44,000 Iv^cnrv1, Eí diagrama de orbitales moleculares de este

compuesto ya se ha calculado (ESQUEMA 1,20 del CAPÍrULO 1], en el cual se incluye la

asignación de las transiciones electrónicas generadoras de los máximos de absorción

característicos de este compuesto,,

4.3.2.4. Análisisíermogravimétrico

Dicha curva terrnogravimétrica se encuentra en la Figura 46, para el caso de CR Esta

curva se realizó bajo las siguientes condiciones: atmósfera con flujo de gas N2 y una velocidad

de calentamiento de 5 °C/min, Los porcentajes de pérdidas de masa más significativos, así

como los intervalos de temperatura en que éstos ocurren se muestran en la TABLA 4 28
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TABLA 4.28. Porcentajes de descomposición con respecto a la temperatura para CR

NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

\»/ \w/ W
H3N Ru O Ru~—O Ru NH3

/ \ / \ / \
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

(NO3)7 5H2O

Compuesto
inicia!

CR

% de masa perdida acumulada

Especie
perdida calculado

8,20
experimental

8 19

Temperatura (°C)

— —

El CR se descompone en ef intervalo de 85-322 81 °C. Esta descomposición se Inicia a

una temperatura relativamente baja si se compara con el intervalo de temperatura en el que

procede la descomposición del RR (173,59-231,24°C), Las pérdidas de masa que se verifican

al calentar ¡a muestra hasta 115°C se atribuyen a la pérdida de 5 moléculas de agua de

cristalización Proponemos que después de esta pérdida se presenta la pérdida de moléculas

de amoniaco y su sustitución en la estructura metálica por los grupos nitrato Se sabe que los

complejos de rutenio con nitratos coordinados son sumamente inestables, aun a temperatura

ambiente118, por lo cual sometidos a calentamiento, lo son aún más De esto es muy

probable que eí CR se destruya dando origen a óxido de rutenio(IV) y complejos

intermediarios con moléculas del tipo NO y NO2 coordinadas, que son normalmente producto

de la descomposición del ion nitrato, El seguimiento de las pérdidas resulta complicado

debido a que no existen reportes del comportamiento térmico de complejos con nitrato

Entonces, podemos concluir, que el RR es más estable térmicamente que el CR en

estas condiciones

4.3.3, Síntesis y caracterización del VR

El nombre según la IUPAC del violeta de rutenio es cloruro de dí-^-oxo-bis(pentaam

minrutenioíívDtetraamminrutenioEfV], que en este trabajo simplemente llamaremos VR Aún

cuando se ha discutido la caracterización y reactividad química de este compuesto en un

par de artículos no es completa y de hecho los autores manifiestan que el VR no es un

análogo al RR La síntesis propuesta en este trabajo fue diseñada por nuestro grupo de

investigación. Existe una técnica2 descrita en la literatura que más que una síntesis, es la

purificación de ¡as muestras comerciales del RR, con VR como impureza, el cual se puede

recuperar y aislar A continuación se muestra la evidencia química en e! estudio del VR
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4.3,3,1 - Análisis elemental y propiedades físicas

El sóíldo obtenido tiene un color muy oscuro que se asemeja ai negro Las disoluciones

acuosas tienen un color violeta oscuro o azul marino En la TABLA 4,29 concentramos la

composición tanto calculada como experimental a partir de una fórmula propuesta y en la

TABLA 4 30 se anexan algunas propiedades físicas importantes

TABLA 4 29 Anáfisis Elemental de! VR

Elemento
% Experimental
%"Teórico

_
"121°
19.94"

_H
j).04~

5.74

La composición porcentual teórica se calculó a partir de la fórmula

2(NH3)14]CI87H2O, que tiene un peso molecular de 983,37g/mol, lo cual implica como

está descrito en la fórmula anterior que VR cuenta con 7 moléculas de agua de hidratacíón,

y los núcleos metálicos están coordinados a grupos amino,

TABLA 4,30. Propiedades físicas de VR

Fórmula PM(g/mol

[RuA(NH3)]4]CI87H2O 983.37

Coior

negro
DMSO
Agua
Acetona
Etanol
Metanol
Éter

Solubilidad
+ -M-
+ + +
• f

• f

+

+ insoíuble, + +• parcialmente soluble y + + + soluble

A diferencia del CR, este compuesto en disolución acuosa (pH=6) no muestra

cambios de coloración, La separación cromatográfica en este caso fue exitosa, pudiéndose

eliminar las impurezas presentes en el RR comercia!, la materia prima empleada para la

síntesis del VR De esta separación se determinó que éste eluye cuando en la columna se

tiene solución de formiato de amonio 1M Esta evidencia pone de manifiesto que la carga

dei VR es mayor a la del RRy como se esperaba

Al adicionar a una muestra acuosa de VR, solución de amoniaco 0,5M, se activa la

transformación del VR a RR, que es perceptible por ei cambio de coloración de violeta o azul

oscuro a rosada. No existen estudios cinéticos de esta transformación, en estas condiciones,

en la literatura
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4,3.3 2 - Espectroscopia de infrarrojo

El espectro de infrarrojo medio del VR se presenta en ia Figura 47,, La asignación de las

señales más importantes y !a comparación con el RR y el CR se resume en la siguiente tabla:

TABLA 4,31 Principales bandas en infrarrojo del VR
BANDAS
vsO-H
SSH,O

vNK,

6aNH3

55NH3

prNH3

vaNO2"
vsNO2

RR
3382
1642

3228,3144
1616
T299

805

CR
3442
1626

cubierta
3226,3146

1626
l293~-~

cubierta
826
1384
7352 ~

VR
3424
1607

3130
1607
1286

799

Nuevamente observamos un patrón similar en e! espectro de VR y respecto a tos

espectros del CR y RR. Del espectro se confirma la presencia de moléculas de agua de

cristalización, La señal asignada a una vibración de elongación N-H, en el VR, es diferente de

las bandas en RR y CR, Mientras que esta señai en el RR y CR es doble, en el VR aparece

afinada Esto probablemente sea producto de la simetría incrementada en el caso del VR,

pues los tres átomos de ruienio tienen un estado de oxidación 4+ Ai aumentar la simetría,

disminuyen los modos de vibración, así que podemos confirmar que la estructura del VR es

altamente relacionada a la del RR y CR,

Las demás señales tienen el mismo comportamiento, se presentan más afinadas con

desplazamientos de hasta 20 c m ' a la región de menor frecuencia, en todos ios casos.

Como en el caso del RR y CR es conveniente recurrir al estudio de infrarrojo lejano,

para determinar si ei VR muestra una estructura lineal Ru-ORu, que se puede inferir a partir de

ia señal generada entre 215 y 260 c m ' ,

4 3 .3 ,3 - Espectroscopia UV-Vis en disolución

Nuevamente en la identificación del VR se ha empleado esta técnica2, El espectro

electrónico en disolución del VR se encuentra en la Figura 48

La determinación del espectro se realizó preparando una solución acuosa del VR a

25°C La identificación de este compuesto se llevó a cabo por comparación del espectro

asentado en b literatura con el obtenido por nosotros
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El espectro de la literatura se puede consultar en el apartado de antecedentes de este

trabajo de tesis, ESQUEMA 1,18,

Después de la purificación por cromatografía de intercambio iónico es posible

detectar que el máximo a 734 nm, muestra mayor valor de absorbancia y por tanto un

coeficiente de extinción mayor, de donde para el VR purificado es de 382 79 M'cm'1 Éste es

87 veces más pequeño sí se compara con el coeficiente de extinción molar del CR y casi 48

veces más pequeño que el coeficiente de! RR,

4.3.3,4.- Análisis termogravimétrico

La curva termogravimétrica del VR se encuentra en la Figura 49, Ésta se realizó bajo

atmósfera de N2y a una velocidad de calentamiento de 50°C/min, En la TABIA 4.32 se reúnen

los porcentajes de pérdida de masa más significativos así como las temperaturas en que

éstos ocurren La descomposición del VR se inicia aproximadamente a los 250°C,

comprendiendo el intervalo de temperatura de 250-280°C

TABLA 4.32. Descomposición térmica del VR

MH3NH3 NH3 I*t3 NH3 NH3 r

V/ \w/ w/
H3N Ru — ' O — - H u — "O Ru -

/ \ / \ / \
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3 NH3

NH3

Compuesto
inicial

VR

%de

Especie
perdida

7H2O
5NH3

6NH4CI,N

na

masa perdida acumulada
_

calculado
12,81
22 48
57,38

experir
12
22
57

PT*""<™1"

men
81
17
19

Compuesto
final _

residuo

Especies
residuales

Ru
RuO2

calculado
42,49

experimental
4281

Temperatura (°C)

25"-T02~
102-239.15

239.15-296.81

Temperatura (°C)

296 81-350

Comenzamos el análisis del termograma considerando que ias pérdidas de masa

hasta 1O2°C corresponden a fa pérdida de 7 moléculas de agua, El comportamiento del VR

es muy similar al comportamiento térmico del RR, por lo que el análisis de la reactividad

térmica es similar Regresando al termograma, la pérdida de masa al calentar hasta

239 15°C, se atribuye a la pérdida de 5 moléculas de amoniaco y sustitución de éstos por ios
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cloruros Inicialrnente como contraiones Es en este punto donde se genera la ruptura del

trinuclear, para dar origen al óxido de rutenio(iV) Como en el caso del RR, la pérdida de

moléculas de amoniaco se produce simultáneamente a la coordinación de los cloruros,

reactividad fundamentada en el apartado del análisis termogravimétrico del RR, La pérdida

de masa generada al calentar la muestra hasta 296 81°C supone ia formación de rutenio

metálico, óxido de rutenlo(IV) y un halogenuro de rutenio,

El VR es el complejo análogo al RR más estable térmicamente, pues su

descomposición se detecta en el intervalo de 239,15-296.81 °C, mientras que el del CR es de

85-322.81 °C y para el RR es de 173,59231 24°C

Estudios para la comprobación de esta propuesta, son obligados, sin embargo, los

análisis hasta ahora muestran que aun cuando la reactividad de los compiejos trinucleares es

en muchos sentidos inusual, muestra también algunas semejanzas con los mononucleares,

La similar reactividad térmica del VR, RR y CR puede interpretarse considerando una

estructura química similar La evidencia mostrada refleja la naturaleza trinucíear dei VR,

semejante ai RR, hasta ahora no plenamente demostrada El comportamiento térmico

reflejado en ios termogramas a! ser similar es consistente sólo si se cuenta con compuestos

puros, pues las mezclas presentarían un comportamiento diferente y más complejo.

4 4. Nuevas evidencias en torno a la caracterización del cloruro hexafluorofosfato

de di-n-oxo-bis(ammintrisfenantrolinarutenio(lll))diamminbisfenantrolinarutenio{lV),

RRPhen2

Como se mencionó antes, la síntesis y caracterización de este compuesto se reafizó y

discutió en un trabajo de tesis previo125 Debido al interés que su actividad biológica ha

causado al mostrar una de las actividades inhibitorias más poderosas en et proceso

fotosintético es que se desarrolló este nuevo trabajo de tesis para completar su

caracterización y establecer la relación estructura-actividad biológica,

En el estudio previo propusimos que la fórmula estructural de RRPhen2 es;

CI3EPFÓ)3
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la cual es consistente con la evidencia química generada de las siguientes técnicas:

1} Análisis eiementai,

2)RMN1H, ]3C, 19Fy31P

3) Espectroscopia UV-vfs

4) Medidas de conductividad eléctrica y

5) Espectroscopia de infrarrojo

El peso fórmula de RRPhen2, C9óN20H7óRu3O2a3P3F18, es de 2,386,16 g/moi

La estructura propuesta considera un aumento en el número de coordinación, que

expilcamos es promovido por la fenantrolina, gracias a su poder coordinante, permitiendo así

estabilizar altos números de coordinación, También se buscó en la literatura evidencia de

compuestos octacoordinados de rutenio, encontrando que existen muy pocos casos para

rutenio iiiy rv118172'173 m , Por el contrario, no existe ningún registro de número de coordinación

8 en Ru(ll) Una de ¡as evidencias en este sentido fue fa observación de que al cabo de días,

ias soluciones acuosas de RRPhen2 se descomponen, y dei anáiisls mediante UV-vís se

comprobó la formación del trisquelato de ruteníofil), tTisphenRu

Para descartar la posibilidad de mezclas en RRphen2 se hicieron estudios empíeando

técnicas como la espectroscopia de UV-vis, IR, RMN ]H y conductancia moiar, ios cuales

reflejaron comportamientos completamente diferentes tanto para los complejos

mononucleares disustituidos, bisbipyRu y bisphenRu, como para frisphenRu y RRPhen2 En ia

Figura 50, se presentan ios espectros de RRPhen2 obtenidos del estudio de este compuesto

con tas técnicas antes descritas, Un anáfisis detallado se encuentra en ia cita 125.

Una objeción importante que surge tras la propuesta de incremento en el número de

coordinación, es que estos compuestos no se estabilicen por efectos esféricos entre las

moléculas de fenantroilna coordinadas ai metal La existencia de compuestos de rutenio

disustituidos en conformación trons permite dar cierta apertura a la propuesta127 (ESQUEMA

4 7) Esta documentado que el rutenio y ias moléculas de fenantroiina permiten el arreglo

trons de dos moléculas de ligante, que hasta hace 10 años se consideraba imposible de

formar, mediante una modificación sutil de su arreglo espacial Este arreglo trans se refleja en

un espectro de resonancia que es idéntico ai espectro de la fenantroiina no coordinada y

difiere solamente en los desplazamientos de ias señales, los cuales son pequeños de

aproximadamente 0 3-0.1 ppm Además ia existencia de complejos como el [Caíl,10-

fenantrolina]*]2 + y el [Mg( 1,10 fenantrolina]43
24, tetraccordinados, en donde no es considerable

el efecto esférico generado por la cercanía de ias cuatro estructuras aromáticas dado que
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los compuestos son estables, permite cimentar nuestra propuesta,, El espectro de RMN 7H de

estos compuestos muestra el mismo patrón de bandas que la 1,10-fenantrolina y estas se

presentan casi las mismas frecuencias165.

Por otro lado, el anáfisis elemental de RRPhen2 no permite proponer que se trata de

una especie dísustituida frans, lo cual es confirmado por otras técnicas de las cuafes

hablaremos más adelante.

ESQUEMA 4 7 Diagramas de ¡a estructura cristalina del compiejo fram-[Ru(l 10-fenantrolina)2

(píridina)2p mediante difracción de rayos-X Inorg. Chem, 1983 22 12 1761-1765

Con la finalidad de aportar más evidencia para completar ia caracterización de

RRPhen2 decidimos valemos de algunas técnicas como son el Infrarrojo lejano, la

espectrometría de masas, el análisis termogravimétrico y la determinación de pesos

moleculares mediante cromatografía de permeación en gel, de las que a continuación se

exponen los resultados:

4,4.1.- Purificación mediante cromatografía de intercambio iónico

Dado que las muestras comerciales de RR contienen impurezas, era lógico pensar que

al emplear este material, como materia prima para la obtención del RRPhen2, podría

contener tales impurezas, por lo cual decidimos someterlo a purificación mediante

cromatografía de Intercambio iónico De esta manera descartamos la posibilidad de que ai

realizar ios estudios biológicos la actividad se asignara incorrectamente a RRPhen2 y

mejoramos las condiciones que de alguna manera pudieran estar afectando los procesos de

cristalización que dificultan la obtención de una estructura cristalina,
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De ¡a separación y purificación cromatográfica de RRPhen2 se obtuvieron tres

fracciones distinguibles por el color de ías soluciones Primero se detectó una fracción

amarüia, la cuai se analizó espectrofotoméfricamente y de Identificó como cloruro de

hexaamminrutenio(H!} La segunda fracción fue rosa intenso, por (o cuai se asignó al análogo y

finalmente ia tercera fracción, de coior violeta se identificó como VR, que posee un máximo

a 745 nm Los espectros de UV-VIs (técnica empleada para ei seguimiento dei proceso de

purificación), de las tres fracciones se incluyen en la Figura 51 Finalmente en la misma figura

se presenta el espectro de RRPhen2 sin purificar,

Así RRPhen2 contiene menos Impurezas de las encontradas en el RR,

La disolución con RRPhen2 puro se sometió a liofilizado con ia finalidad de evitar su

descomposición Posteriormente una fracción del sólido liofilfzado se empleó para

intercambiar el formíato por cloruros mediante cromatografía de intercambio amónico. La

disolución final, se utilizó en un ejercicio de cristalización del cual fue posible obtener

pequeños cristales de color rojizo, que por su pequeño tamaño no fue posible resolverlos por

rayos -X,

4,4.2.- Determinación de! peso molecular

Debido a que este compuesto no cristalizó convenientemente se trató de determinar

el peso molecular Para esto se recurrió a dos técnicas: la cromatografía de perme^ctón-eh?

gel y la espectrometría de masas, •

A continuación se resumen los resultados obtenidos del empleo de ambas técnicas en

la determinación del peso molecular de RRPhen2:

4,4,2,1.- Cromatografía de permeación en gel175

En esta técnica se prepara una solución dei compuesto a estudiar en el disolvente que

constituye la fase móvil de esta cromatografía y se inyecta en el cromatógrafo, el cuai cuenta

con una columna polimérfca que separa las moléculas en función del peso molecular o el

tamaño.

L.a fase móvil empleada fue dimetilformamida, debido a que ios estudios de

estabilidad mostraron que RRPhen2 permanece sin cambios en disolución por más de 24

horas, De hecho, se detecta descomposición de RRPhen2 hasta pasadas 28 horas, Este

tiempo es importante ya que ta elución de ia muestra puede llevarse a cabo incluso en un
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periodo de 5 horas, y de esta forma aseguramos la estabilidad del compuesto Además, la

sofubiiidad en DMF (dimefilformamida) fue conveniente para el estudio,

La curva de calibración se construyó con estándares de peso molecular desde 500

hasta 2 .,7x106 g/mol, cuyo gráfico se localiza en la Figura 52, de la cual se consideró un ajuste

iogarítmico, Es conveniente notar que a pesos moleculares menores a mi!, el modeio tiene

una dispersión mayor

Una vez estabilizado y calibrado el sistema se procedió a la inyección de las muestras

Ei peso molecular de RRPhen2 obtenido mediante ésta técnica fue de 4,456 g/mol, El peso

molecular calculado a partir de la fórmula propuesta es de 2,386 16 g/mol, que está

comprendido dentro dei intervalo de la curva de calibración A pesar de esto, el resultado es

completamente diferente

El cromatograma de permeación en gel de RRPhen2 se muestra a continuación:

13 ,68

24 48

ESQUEMA 4.8, Cromatograma de permeación en ge! de RRPhen2

Para estimar la confiabflídad de esta determinación, a ia par se corrieron muestras

como trlsphenRu, bisphenRu y bisbipyRu que dieron pesos moleculares de 4,071, 3,931 y

3,389 respectivamente, que obviamente no corresponden a su fórmula mínima,

comprobada mediante diversas técnicas expuestas anteriormente,

De esta manera detectamos que ei peso molecular obtenido mediante esta técnica

no fue correcto y el error se atribuye a que la columna polímérica empleada para la

separación no permite la resolución fina de la muestra y genera datos erróneos en

compuestos con pesos moleculares menores a 5,000, aun cuando los estándares mostraron

buenos resultados, Es necesario repetir este experimento pero empleando una columna de

mejor resolución para muestras de pesos moleculares menores a 5,000 g/mol.
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4.4.2.2 Espectrometría de masas

En vista de ios resultados óblentelos con la anterior técnica decidimos emplear la

espectrometría de masa'76v 177 a fin de determinar el peso molecular de RRPhen2

Dado que los procedimientos de ionización habitualmente empleados en esta técnica

no son aplicables a muestras no volátiles o térmicamente inestables, como es el caso de

RRPhen2, se prefirió el uso de métodos de ionización por desorción, específicamente el

bombardeo por átomos rápidos178 179 18°, FABf. La matriz empleada fue alcohol 3-

nitrobencílico. Los espectros de masas de RRPhen2 se concentran en las Figuras 53 y 54,

Los fragmentos más importantes de RRPhen2 obtenidos por esta técnica se resumen

en la TABLA 4,33, en donde se listan los valores de la relación masa/e correspondientes a ios

calculados para los isótopos más estables,

TABLA 4.33. Fragmentos característicos importantes de RRPhen2 por masas, EAB+

Compuesto

r
, r . -O líû —O fiu

[Ru3O2(C12H8N2)8(NH3L]a3
+

RRPhen2

Fragmento
.CQI . _ 21.7]

[ C I J ^ " 2 0 6 Í "
" 1954"

[Ru3O2(C12H8N2)8(NH3}33+ _

[Ru3O2(Q2H3N2)8[NH3),]+

[Ru3O2fC12H8N2yNH3)43+

[RU(C ]2H6N2)3]+

[RuO,fC12H8N2)2fNH3)2r

m/e

1845
1828

"1811
J794
í'484
1170"
643
527
181

De los resultados anteriores lo primero que podemos concluir es que no se observa el

ion molecular para el peso fórmula propuesto. Sin embargo, es posible detectar el pico a

2,171 g/mol, et cual puede interpretarse como ei peso fórmula del siguiente catión:

[Ru3Ü2(C12H9N2yNH3)4{PF6)2 O]'

en ei cuaf algunos de ios aniones se han liberado, Esta pérdida, sobre todo en el caso del

cioro, se explica en función de la formación de una molécula de cloro gas181182.

Además es posible detectar una señal que comprende al esqueleto metálico

trinuclear, ¡as 8 moléculas de fenantroiina y las cuatro moléculas de amoniaco, que cuenta

con una relación m/e-1845, el cual sí concuerda con el peso molecular propuesto
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De este análisis también fue posible detectar las pérdidas consecutivas de grupos

amlno de la estructura metálica, a partir de señales cuyas relaciones m/e presentaron una

disminución de ) 7 unidades, o una multiplicidad de 17 unidades.

Este análisis podría completarse convenientemente, por ejemplo, modificando ia

energía de Eos átomos acelerados y analizando el comportamiento isotópico de la muestra

Así a partir de la información obtenida en el espectro de masas de RRPhen2, es

posible proponer un patrón de fragmentación que es compatible con la estructura

ociacoordlnadu dol rulonlo on ol complejo, pues los monómoros formados llenen pesos

moleculares compatibles con algunas de las señales Por ejemplo, se puede detectar la

formación del catión [Ru(C,2H8N2)3j
+, del cual podría considerarse que es formado al destruirse

el complejo trinuclear, ya que éste es el fragmento que se genera a partir de cualquiera de

los metales en los extremos del complejo RRPhen2,

También se detecta en el espectro la señal del ligante libre y el patrón de

fragmentación característico de lo compuestos aromáticos, la formación del catión fenilo

con relación m/e= 77 y ei fragmento típico generado al perder el anillo de seis miembros

aromático acetileno

4.4.3 - Espectroscopia de infrarrojo lejano

Debido a ia utilidad encontrada en el infrarrojo lejano para demostrar la presencia del

enlace Ru-O-Ru lineal es que se empleó esta técnica para aportar nueva evidencia en la

caracterización de RRPhen2 El espectro de infrarrojo lejano de RRPhen2 se reporta junto al

espectro de RR puro en la Figura 55, En el caso de RRPhen2 es posible detectar la presencia

de esta banda atribuida a la vibración simétrica del enlace Ru-ORu aproximadamente en

240 cnrv', mientras que en el RR se encuentra a una frecuencia de 250 cnrr1., Además de este

desplazamiento, es posible detectar que la señal es más fina, lo que puede reflejar un

aumento de la simetría en la estructura del compiejo con fenantrolina en comparación con

eIRR

De esta evidencia podemos entonces asegurar que RRPhen2 posee la banda

característica de ia vibración simétrica o Ru-O-Ru,
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4.4 4.-Análisis termogravimétrico

La curva termograviméírica se presenta en la Figura 56 Ésta se realizó bajo las

siguientes condiciones: atmósfera de N2 y una velocidad de calentamiento de 50°C/min En

la TABLA 4,34 se reúnen ios porcentajes de pérdidas de masa más significativos así como las

temperaturas en que éstas ocurren, La descomposición de RRPhen2 procede en ei intervalo

de temperatura que va de 161,72 223 89°C, y se puede observar una pequeña pérdida de

masa del 2% cuando se calienta la muestra hasta 150 °C, Comparando con los resultados

obtenidos para el RR (173 59-231 24°C, descomposición) podemos concluir que ei RR es más

estable térmicamente hablando,

TABLA 4.34. Porcentajes de descomposición con respecto a lo temperatura para RRPhen2

Compuesto
inicia!

RRPhen2

% de masa perdida acumulada

Especie perdida

4NH3

8 fenantroiinas,
2F2

experimental

Temperatura (°C)

161.72-223,89

Compuesto
final

residuo

Especies
residuales

RuCI3
u(PF6}
(PF2)

experimental
32"58

Temperatura (°C)

223.89555

Como en ei caso de RR, VR y CR, en donde ia pérdida inicial es de agua de

hídratación y amoniacos y dado que la fórmula propuesta de RRPhen2 no contiene

moléculas de agua, proponemos que son ios grupos amino los que se pierden como

amoniaco, El análisis de la estructura trinuclear nos hace pensar que e! siguiente paso es la

descomposición del complejo para dar origen a RuO2 y ios complejos mononucleares con

fenantroiina coordinada a los átomos de rutenio{HI) y simultáneamente ia coordinación de ios

contraiones, Este análisis hubiera resultado más complicado sin el estudio previo de
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mononucleares y trinucieares El análisis de la pérdida de la muestra del 2 86% detectada a

los 161 72°C, implica ¡a pérdida de 68.2 g/mol que corresponde a la pérdida de 4 grupos

amino, que concuerda con los grupos amino presentes en la fórmula propuesta Finalmente

se da una pérdida de! 67 42% que puede explicarse como la eliminación de 8 fenantrolinas

y dos moléculas de flúor de donde como residuos permanece el RuO2, y sales de rutenio con

cloruros y hexafluorofosfato, el cual es parcialmente destruido, al liberarse ei flúor

Es necesario corroborar estas aseveraciones a partir de más estudios Sin embargo,

salta a la vista que la reactividad de estos complejos trinucieares muestra algunas semejanzas

con ios compiejos mononucíeares,

Esta evidencia experimental del comportamiento térmico de RRPhen2 reafirma la

propuesta composición de RRPhen2 establecida originalmente, la cual involucra átomos de

rutenío con número de coordinación de 8, debido a la coordinación de 8 moléculas de

fenantrolina y cuatro grupos amino,

Como antes mencionamos, eí interés de afinar y aportar más evidencia sobre la

caracterización y reactividad química de RRPhen2 se debe a que en los estudios biológicos

en plantas se determinó que este compuesto es uno de los inhibidores del proceso

fotosintético más poderoso, actividad que no se ha podido encontrar en otros compuestos

relacionados como es RR, CR, VR, la fenantrolina o cualquier mononucíear de rutenio

A continuación describimos los resultados obtenidos del estudio de la actividad del RR

y compuestos análogos en la fotosíntesis,

4 5-Actividades fotosintéticas en presencia de análogos al RR

En este apartado se abordan los resultados obtenidos dei estudio del poder inhibidor

del RR y compuestos análogos, particularmente el efecto inhibidor de RRPhen2

El estudio de la actividad biológica de estos compuestos se llevó a cabo en

cioropiastos de hojas de espinacas, los cuaies fueron previamente estandarizados para una

concentración de clorofila de 20 j^g/mL,

Debido a que varios procesos biológicos se ilevan a cabo en ios cloroplastos fue

necesario realizar experimentos simultáneos que dieran información de la influencia dei RR y

análogos en ei proceso fotosintético genera!

De esta forma se realizaron estudios de ía influencia dei RR y análogos en ia síntesis de

ATP en cloropiastos, de! efecto de estos complejos en el transporte de electrones, en
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condiciones de transporte basal, fosforilante y desacoplado y finalmente se afinó el estudio

mediante el análisis de reacciones parciales del fotosisfema i y II, Las actividades realizadas

se concentran en el ESQUEMA 4.9:

c:
AÍStAMIENTO DE CLOROPLASTOS 1

DE HOJAS DE ESPINACA (Splnacea olerácea) J

CUANTIFtCACfÓN DE CLOROFILAOFILA ]

SÍNTESIS DE ATP

V . .

TRANSPORTE ELECTRÓNICO
BASAL

FOSFORILANTE
DESACOPLADO

FOTOSISTEMAI
REACCIONES PARCIALES:

DCPIP-Cif bó/f-PC--P700-MV

^ \

J
FOTOSISTEMA II

REACCIONES PARCIALES:
HjO-QB-PQ-DCPIP

DCP-DCPIP
H2O-MV

H2O-SiMo
J

ESQUEMA 4,9 Resumen de las actividades experimentales empleadas en el estudio de ia

actividad inhibidora del proceso fotosintético

Se probó toda la gama de compuestos relacionados de alguna manera ai RR, desde

materias primas, producios obtenidos tanto a partir de reacciones redox como a partir de

reacciones de sustitución de ligante, productos de descomposición, ligantes libres,

compuestos empleados como contraiones e impurezas presentes en muestras comerciales

Además se realizaron pruebas de estabilidad de las especies en estudio en ios medros

acuosos en ios cuaies se llevaron a cabo las pruebas en la fotosíntesis

£1 ESQUEMA 4,10 contiene ¡as fórmulas estructurales de ios compuestos probados.

En este trabajo se mostrará gráficamente los resultados exclusivamente de aquellas

especies que presentaron fuerte actividad inhibitoria del proceso fotosintético,

Las pruebas de estabilidad, se llevaron a cabo mediante espectroscopia electrónica

en todos los medios de transporte empleados para fas diferentes determinaciones

bioquímicas, De estos experimentos comprobamos que la mayoría de las especies son

estables por lo menos en el tiempo en el que se realiza la prueba biológica
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Las excepciones son: e! CR, que en la mayoría de ios medios de transporte empleados

en las pruebas bioquímicas y aún en medio de transporte de electrones con pH=5,5,

presenta procesos de conversión al RR, por io cual al probar !a actividad del CR, en realidad

se registra la actividad del RR; también detectamos que el SíMo actúa como agente

precipitante del RR en ¡as condiciones de trabajo (medio de transporte de electrones

compuesto por sorbitol lOOmM, KCI 10 mM, MgCI2 5mM, KCN 0 5 mM y buffer de tricina 30

mM ajustado a un pH-8)

NH3NH3 NH3 NH3 1*3 NH3 I*
\(ll/ \iv/ \llt/

H3N-—Ru - — O Ru O Ru NH3

/ \ / \ / \
MH3 NH3 NH3 NH3 NK3 NH3

ROJO DE RUTENIO (RR)

NH3. NH3
\ i , , /

H3N R

/
NH3

NH3

V
H3N—4ÍI

/
NH3

NH3 NH3

\ ^ /

NH3 NH3

\iv/
y o ^ — K Q R u N H .

\
NH3

/ \
NH3 NH3

CAFÉ DE RÜÍENIO

NH3

/
j 0

\
NH3

NH3 NK3

\ w /
R u — " O "

/ \

/ \
MH3 NH3

I-H3 NH3

w.... Ry N H 3

NH.3 NH3

84-

RRPhen2
VIOLETA DE RUTENIO (VR)

31
i 6 i

] , 10-fenaniTolina

NH3

O Ru NH3

/ \
NH3 NH3

3 +

H20 a

a—i£^c

.... a a ..
acuapentactororutenato(lllj

NH3 NH3

\ ni/
H3N Ru NH3

/ \
.... NH3 NH3 _

3-!

cloropentaaminnjtenio(llf) hexaomminruteníoEllí}

2+

...bísphenRu a J^sbtpyRu

2,2'-bipíridina

NH4PF6

hexaíluorofosfato de amonio

RuC!3

clonjro de rutenio£lll)

2 +

trtsphenRu

ESQUEMA 4 10 Fórmi. las esíruclufales de los compuestos probados
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En ia Figura 57 se presenta el estudio de estabilidad del RR en medio de transporte de

electrones con tricina como buffer y como se aprecia en el gráfico, al cabo de 8 minutos de

monitoreo, los cambios en el espectro son casi imperceptibles, pues corresponde a la

descomposición del 0 05% de la muestra, El tiempo de seguimiento en las pruebas de

estabilidad se estableció en función del tiempo que toma hacer la mayoría de las pruebas

bioquímicas, que es de 4 minutos Con respecto a la estabilidad de los demás compuestos

probados en este medio se encontró que son estables en dicho intervalo de tiempo, a

excepción del CR como ya se mencionó

En e¡ caso del medio de transporte de electrones con buffer de tricina y SiMo, ajustado

a pH=8, se detectan variaciones atribuidas a la precipitación del RR por este compuesto

(Figura 58} Durante los primeros 8 minutos la reducción de la concentración de RR en

solución es de! 9,3%, considerando los resultados de absorbancla de ia banda en 555 nm,

También es importante mencionar que en presencia de SiMo la banda característica del RR

en 532 nm se desplaza a mayor longitud de onda,

4.5.1 Síntesis ele ATP

Los experimentos conducentes a detectar algún efecto inhibitorio} ",,en la

fotofosforilación, mostraron que solamente el RR, el VR, la fenantroüna, NH4PFÓ y RRPñen2 lo

presentan, '•' . .;

Antes de presentar los resultados es conveniente mencionar la importancia que tiene

trabajar con sustancias de probada pureza, con ia finalidad de evitar interpretaciones

incorrectas De los artículos publicados a la fecha sobre la actividad biológica del RR en

vegetaíes ninguno menciona medidas conducentes a probar la pureza de! compuesto.

Como parte de este trabajo de investigación se determinó la inhibición de la actividad

(síntesis de ATP) tanto del RR comercial como del RR purificado Los resultados muestran que el

RR puro es más efectivo inhibidor (4 veces más activo) que el comercial, como es posible

constatarlo a partir de los valores l50 de ambos grados de pureza de los compuestos.
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• Rojo de rutenio purificado
• Rojo de rutenio comercial

i
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INHIBIDOR nM
Figura 59, Efecto inr bidor sobre la síntesis de ATP del RR comercia! y purificado, Medio de
transporte de electrones; sorbitol lOOrnM, KCI 10 mM, MgCi2 5 mM, KCN 0.5 mM y buffer de
tricina imM ajustado a pH=8 y MV 50 i¿M

De este experimento podemos sugerir que las impurezas presentes normalmente en

!as muestras comerciales del RR no tienen actividad inhibitoria, También es importante

recalcar que los registros deí efecto inhibidor de síntesis de ATP y de las otras actividades

fotosintéticas de la aquí en adelante se obtiene a partir de muestTa purificadas

En el siguiente gráfico se muestra ia respuesta obtenida del estudio del efecto inhibidor

de la síntesis de "ATP, de RRPhen2, RR y 1,10-fenantroiina , los más sobresalientes por el poder

inhbidor: ; M

HoO-MV

Q_

5LU
O

I5O=2O4O

= 1393
• IÍPhen2
• RR

—).„... Fenantroiina

L 1 L..._,j. X- ~-
6 8 10

Inhibidor \xM

I50=02791

- J— —
14

1—™ J
ló

Figura 60 Efecto inhibidor del RR, 1,10-fenan1rofina y RRPhen2 sobre !a síntesis de ATP Medio de
transporte de electrones: sorbitoi TOOmM, KCI 10 mM. 11gC!2 5 mM, KCN 0 5 mM y buffer de
tricina 1 mM ajustado a pH---8 y MV 50 fiM
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Así, podemos observar que la síntesis de ATP es inhibida por RRPhen2, RR y fenantorlina

de manera dependiente de la concentración, De este gráfico resaría el i50 de RRPhen2,

aproximadamente 50 veces más pequeño que el 1^ del RR o 73 veces más pequeño que el

deí ligante libre, por tanto ia naturaleza química de los tres compuestos necesariamente

debe ser diferente para generar esta respuesta, siendo RRPhen2 el mas potente inhibidor

Se encontró que ef NH4PFÓ (hexafluorofosfato de amonio) inhibe ia síntesis de ATP en un

grado menor, como se puede observar en el gráfico siguiente (Figura 61)

100

5
UJ

a
&

..__

75-

5 0 -

2 5 -

- • -NH 4 PF6
•—Fenantrolina

o - j -
0

"T— • • T - -

50 100 150 200 250 300

CONCENTRACIÓN u.M
Figura 61 , Efecto inhibidor en la síntesis de ATP de agua a metiiviológeno, Medio de transporte de
electrones: sorbttol lOOmM, KCt 10 mM, MgCI2 5 mM, KCN 0 5 mM y buffer de tricina lmM
ajustado a pH=8 y MV 50 ^M

El VR inhibe ia síntesis de ATP de manera similar al NH4PFÓ (dato no ilustrado).

De estos resultados podemos sugerir que la estructura dei RRPhen2 es ia responsable

en la inhibición y no sus componentes estructurales por separado.

4.5.2.- Transporte de electrones

El transporte electrónico se midió en condiciones basal, fosforilante y desacoplado Se

emplearon diferentes aceptores y donadores sintéticos para segmentar el estudio de toda la

cadena de transporte electrónico en el cbroplasto y de esta forma determinar el srfio y

mecanismo de acción deí RR y compuestos análogos.

En las Figuras 62, 63 y 64, se muestra los resultados del estudio de inhibición del

transporte electrónico en sus tres modalidades por el RR, la fenantrolina y RRPhen2, los cuales

inhiben el transporte electrónico basal, fosforilante y desacoplado Estos resultados indican
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que tales compuestos actúan como inhibidores de la cadena redox en ctoropiasto o

inhibidores de la reacción de Hill,

RRPhen2

Figura 62 Efecto de RRPhen2 en el transporte cte eiectrones de las reacciones luminosas de la
fotosíntesis en 1i!acoides Medio cte transporte de eiectrones (MTQ: sorb'rtoi lOOmM, KCI 10 mM,
MgCl2 5 mM, KCN 0,5 mM y buffer de tricina lmM ajustado a pH=8 y MV 50 fiM, Te fosforilant©:
MTE y ADP t mM y K^POd 3 mM Te-desacoptado: MÍE y NH4C16mM Te-basal: MTE

- « — Te- Desacoplado, Te- Fosforüanís • - * - - -Te - Sasal

IDO • £

[RR] iM

Figura 63, Efecto de RR en e! transporte de electrones de las reacciones luminosas de la
fotosíntesis en titacoides Medio cte transporte de eiecfrones {MTE): sorbítd IGOmM, KCI T0 mM,
MgCi2 5 mM, KCN 0 5 mM y buffer cte tricina 1mM ajustado a pH=8 y MV 50 *iM. Te fosforiiante;
MTE y ADP 1 mM y KHaPOj 3 mM Te-desacopíado: MTE y NH4C¡ &"nM Te-basa!: MTE
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15

Fenantroiina

30

Figura ó4 Efecto de fenantroiina en e! transporte de electrones de ¡as reacciones luminosas de la
fotosíntesis en tiiacoiaes Medio de transporte de electrones (MTEJ: sorbitol lOOmM, KCi 10 mM,
MgCÍ2 5 mM, KCN 0 5 mM y buffer de tricína lrnM ajustado a pH=8 y MV 60 \M, Te fosforilante:
MTE y ADP 1 mM y KHjPC^ 3 mM Te-desacoplado: MTE y NH4CI 6mM Tebasal: MT£

Dado que RRPhen2 inhibió tanto el flujo de electrones como la síntesis de ATP,

concluimos que se comporta como un inhibidor de la reacción de Hill.

Con la finalidad de localizar el sitio de inhibición del RR y compuestos análogos en el

proceso de transporte electrónico se realizaron reacciones parciales (fotosistemas i y II)

empleando donadores y aceptores de electrones artificiales. Los experimentos mostraron que

ninguna de las especies probadas tiene efecto en el segmento de ia cadena transportadora

de electrones conocido como fotosisfema 1 {PS i), por lo cual el efecto inhibidor dei proceso

fotosintético del RR y compuestos análogos se localiza a nivel de fotosisfema II (PS li),

Para el estudio de! fotosisiema 11 (PS II) y la localización dei sitio de acción se llevaron a

cabo tres experimentos en los cuales se analizaron segmentos de este fotosistema, a decir:

1} H2OaDCPfP

2) 2)DCPaDCPiP

3) 3)H2OaSÍMO

4) 4)H2OaDCBQ

A continuación mostramos los resultados dei estudio dei segmento de agua a DCPiP:
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- RRPhen2

VR

RR

fenaniiolina

75 100 125 150

Figura 65 Acflvidacf inhibitoria de los compuestos en ei segmento h^O a DCPiP

Nuevamente en los gráficos cíe las Figuras 65 y 66 (A y B) destaca ei mayor poder

inhibidor en el fotosisfema II del RRPhen2, en comparación con el ligante libre y el RR.

También se incluyen algunos compuestos que podrían generarse de la descomposición de

RR y el VR que mostraron efecto inhibidor, En este sentido una comparación interesante de

actividades es la registrada por el VR y el RR, de los cuales el RR presenta mayor actividad

inhibidora del fotosistema II, La principal diferencia entre ambos compuestos es la carga,

pues mientras que VR tiene una carga 84, el RR tiene una carga de 6+. Aquí tal parece que

la carga tiene un efecto adverso en ta inhibición del transporte electrónico. El hecho de que

RRPhen2 posea una mayor actividad que el RR podría estar relacionado con su polaridad

influyendo en efectos hidrofóbicos e hidrofílicos del ambiente predominante en estos

sistemas biológicos»

Posteriormente se procedió ai estudio del efecto Inhibidor de los compuestos en el

tramo redox de ía cadena del fotosistema II, de DCP a DCPIP, con la finalidad de determinar

si el efecto del RR y análogos se ejerce entre el complejo enzrmático de fotolisis det agua del

PSII o antes de! compiejo cltocromo

; De los resultados mostrados en la Figura 66 (A y B) concluimos que la actividad del RR

y análogos se limitar al segmento dei PS II de P680 hasta antes de cít
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Finalmente se esTudío el efecto inhibidor del RR y RRPhen2 en el transporte electrónico

de H2O a DCBQ (Figura 67), en el cual es evidente la inhibición dependiente de la

concentración de compuesto, Este experimento íímita el estudio del transporte electrónico de

P680 a QA.
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Así podemos concluir que el RR y análogos a éste poseen sitio diana de inhibición en

el tTamo que va de !a cadena de P680 a QA( ya que inhibe el PS II y la reacción parcial de

P680 a QA en aproximadamente el mismo porcentaje y no se ve afectado el fotosistema I,

4,5,3.- Coeficientes ele partición

De los resultados anteriores se pudo mostrar que !a carga tiene un efecto adverso en ia

inhibición de! transporte de electrones, por lo cual procedimos a determinar ios coeficientes

de partición de RRPhen2, fenantrolina, RR y VR y de esta forma determinar si existe alguna

influencia en este sentido A continuación se muestran los resultados obtenidos de esta

determinación:

TABLA 4.35 Coeficientes de partición de los principales compuestos con actividad inhibitoria de PS 11
Compuesto
Fenantrolina
RRPhen2
RR
VR

LogP
2.29
-0.32
-1.06
-1 11

is o PS 11
29.97
2.27
32,2
No
inhibe

Los compuestos se ordenaron en función de una hidrofilia creciente o una hidrofobia

decreciente en la TAB1A 4 35, En ese sentido, ia fenantrolina es ia molécula más hidrofóbica,

Sin embargo, no es la que presenta el mayor efecto inhibidor del fotosistema II. El VR cuyo

coeficiente de partición Indica que es la especie más hldrofílica tampoco muestra el mayor

efecto inhibidor Es el RRPhen2 quien posee el mayor efecto inhibidor cuenta con un

coeficiente de partición intermedio. De estos resultados podemos concluir que la carga

efectivamente tiene un efecto adverso en la actividad biológica, Esto hace suponer que el

sitio de acción debe tener naturaleza hidrofóbica por lo cuai es alcanzado por RRPhen2, pero

bastante específico como para sólo reconocer a RRPhen2 y rio a cualquier sustancia

hidrofóbica como la fenanfrolina

; -,;, • ";••• Se están realizando en este momento estudios de luminiscencia para dar mayor

¡ .cimiento a las propuestas vertidas en cuanto a la actividad del RR y análogos y ios resultados

preeijpriinares no contradicen lo antes dicho,

124



^CONCLUSIONES

CAPITULO 5

CONCLUSIONES

El objetivo general de este trabajo consistió en sintetizar y caracterizar compuestos

análogos al rojo de rutenio y aportar nueva evidencia respecto a la reactividad química y

biológica de este tipo de compuestos,

Este material constituye un fundamento en los estudios sistemáticos de compuestos

análogos al RR, hasta ahora poco estudiados, En base a los resultados obtenidos y a la

discusión de ios mismos es posible establecer las siguientes conclusiones:

5.1.,- Complejos mononucíeares de rutenio

1) La síntesis de los complejos bisbipyRu, bisphenRu y trísphenRu fue imprescindible

para ei entendimiento de la reactividad de los compiejos trinucieares de rutenio, ya

que nos permitió establecer claras diferencias de éstos frente a los trinucieares,

tanto físicas como químicas t.as técnicas de RMN, UVVis, IR íejano y ias

determinaciones de conductancia molar, proporcionan evidencias indiscutibles

sobre la naturaleza mononuclear y polinuclear de los complejos de rutenio,

2) Con los conocimientos adquiridos a partir de este estudio descartamos

completamente que RRPhen2 tenga naturaleza mononuclear

5.2. • Síntesis alterna de complejos análogos al RR a partir de mononucíeares

1) Bajo las condiciones de reacción planteadas no se ve favorecida ia síntesis de

compuestos trinucleares análogos al rojo de rutenio, tos resultados indican que se

trata de mezclas de productos. Sin embargo, la evidencia obtenida proporciona

bases para ei estudio de los trinucieares de rutenio

5.3, Estudio de ia reactividad de análogos al RR por procesos redox

1) Ei RR es un compiejo de valencia míxía, cuya cristalización es un ejercicio

complicado, tal como se refleja en la literatura especializada, La presencia de
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impurezas no constituye el principal efecto limitante cíe este proceso, ya que de ía

purificación cromatográfica fue posible la obtención de cristales que debido a su

pequeño tamaño no pudieron resolverse por rayos-X Es necesario establecer

condiciones en las cuales no se favorezca la oxidación a CR o Ig destrucción de

complejo, seleccionar un contraten conveniente y emplear una técnica de

cristalización más efectiva y eficiente

2) La cromatografía de intercambio iónico como técnica de purificación de

compuestos trinucleares altamente cargados es la más eficiente hasta ahora

probada En este proceso de purificación el liofilízado de las muestras es la

herramienta fundamental para reducir ai mínimo la descomposición de ios

compuestos trinucleares

3) Este trabajo de tesis fundamenta la caracterización y diferenciación del RR y sus

análogos por procesos redox (CR y VR) mediante la espectroscopia de infrarrojo

medio. A la par espectroscopia de !R lejano proporciona evidencia indiscutible de

la naturaleza trinuclear y es una nueva herramienta para la identificación de estas

especies

4) La síntesis y caracterización del CR y VR aportó información sobre la reactividad de

estos sistemas El comportamiento térmico de los análogos al RR es simüar a!

comportamiento de las especies mononucleares y determinamos que la

descomposición de ios compuestos trinucleares tiene como uno una de sus etapas

la formación de complejos mononucleares, Además, el VR es la especie más

estable térmicamente de los tres análogos por oxidación estudiados (RR, CR y VR),

5) La síntesis y caracterización del VR generó datos valiosos, De este trabajo

concluimos que el VR es una especie trinuclear similar al RR a partir de ios estudios

de IR medio y lejano, TGA y espectroscopia electrónica Los estudios cinéticos de la

conversión de VR a RR, en medio amoniacal, son el siguiente paso en esta

caracterización,

6] Los procedimientos de purificación del CR se ven obstaculizados por la naturaleza

química de este compuesto que tiende invariablemente a transformarse a! RR en

medios acuosos El medio ácido impide eficientemente ia reacción de reducción.

7) El RR muestra una reactividad preferencial frente a fa fenantrollna, bajo las

condiciones de reacción empleadas para la síntesis de RRPhen2, aun cuando se

experimentó con ligantes estructuralmente similares a la fenantroíína, como es la
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bipiridina, aminas primarias, aminas secundarias e inclusive ligantes tan fuertes

como el ion cianuro Esta reactividad se explica en términos de la rigidez de ia

fenantrolina y su gran poder coordinante,

5.4- Nuevas evidencias en el estudio de RRPhen2

1} La inusuai actividad inhibitoria de RRPhen2 en ei transporte de electrones en el

proceso fotosintético exigía ia caracterización detallada de este compuesto,

2} La purificación mediante cromatografía de intercambio iónico es eficiente para

este compuesto, Siempre y cuando este acopiada al liofiüzado de la muestra

3) En la propuesta hecha sobre la composición de RRPhen2 se consideró un

aumento en ei número de coordinación, que explicamos es promovido por ia

fenantrolina, gracias a su poder coordinante, permitiendo así estabilizar altos

números de coordinación

4} Los estudios mediante espectrometría de masas, análisis termogravimétrico e

infrarrojo lejano dan evidencia que sustenta la propuesta inicial de

octacoordinación,

5) El análisis termogravimétrico de RRPhen2 demostró que este complejo es

térmicamente más estable que el CR pero menos que el RR o el VR, El patrón de

pérdidas de masa en TGA es compatible con la coordinación ai RR de 8 moiéculas

de fenantrolina y 4 moiéculas de amoniaco y sugiere que RRPhen2 no es una

mezcla de compuestos ya que en este caso, el TGA sería bastante complejo,

6] La existencia de compuestos mononucleares con dos moléculas de fenantrolina

coordinadas en conformación trans y compuestos tetracoordinados de

fenantrolina y magnesio o calcio manifiesta ía capacidad de adaptación ante

efectos estéricos importantes de este ligante, lo cual da apertura a nuestra

propuesta de composición de RRPhen2

5,5,- Estudios bioquímicos

1) El estudio bioquímico descrito en este trabajo consideró todas las variables

Involucradas en ía actividad inhibitoria del proceso fotosintético

2) El poder inhibitorio de RRPhen2 sobre la fotosíntesis es uno de los más eficientes

hasta ahora conocidos Ni el RR ni ¡a fenantrolina tiene una actividad inhibitoria en

127



^CONCLUSIONES

la fotosíntesis tan potente como RRPhen2, como tampoco la actividad simultánea

de ambas especies,

3) Demostramos que la mayoría de ios compuestos probados, especialmente

RRPhen2 es estable en ei tiempo en ei que las pruebas biológicas se llevan a

cabo, por lo cual descartamos que ei efecto inhibidor sea ejercido por algún

producto de descomposición

4) La síntesis de ATP es Inhibida de manera dependiente de ia concentración por

RRPhen2, RR y ía fenantrolina, El poder inhibidor, cuantificado a través de 1^

muestra que RRPhen2 es 50 veces más potente que el RR y 73 veces más que la

fenantrolina, por io que la naturaleza química de los "Tres compuestos

necesariamente debe ser diferente Así RRPhen2 es uno de los compuestos más

potentes que inhiben este tramo de la cadena redox

5) RR, M 0-fenantrolina, VR y RRPhen2 inhiben (a síntesis de ATP y los transportes

electrónicos basal, fosforante y desacoplado, por io cual se dice que son

inhibidores de ia reacción de Hlll,

6) El RRPhen2, RR y análogos a éste tienen un sitio blanco de inhibición en el tramo de

la cadena fotosintéflca que va de ia de P680 a Qñ, ya que inhibe ei transporte

electrónico de P680 hasta antes del compiejo citocromo b¿ff y la reacción parcial

deP680aQA,

7} A mayor carácter hidrofílico, menor es ei efecto biológico que desencadena un

determinado compuesto, De estos resultados podemos proponer que ia carga

tiene un efecto adverso en ta actividad biológica, Esto hace suponer que el sitio de

acción debe tener naturaleza hidrofóbíca, de tal forma que la interacción de éste

y RRPhen2 es favorecida, pero también debe ser bastante específico como para

sólo reconocer a RRPhen2 y no a cualquier sustancia hidrofóbica como la

fenantrollna

8) La precipitación del RR es eficientemente inducida por el siiicomolibdato de sodio
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CAPITULO 6

SUGERENCIAS PARA ACCIONES FUTURAS

En este trabajo de investigación hemos dado respuesta a varias de las preguntas

generadas, pero como en toda investigación, entre más se avanza más preguntas surgen,

La inquietud de compietar este trabajo nos lieva a proponer algunas acciones

completar ei estudio de la reactividad química y bioiógica general de ios complejos de

valencia mixta análogos al RR

A continuación proponemos las acciones más importantes cuyo seguimiento puede

dar continuidad a este trabajo de investigación:

ó."I - En cuanto al RR, CR y VR

1) Estudiar la roaellvtciad dol RR, CU y VR franto a lu ounHIuclón do liguirtpo Incluyendo

aminoácidos y bases nitrogenadas

2) Completar los estudios de la estabilidad térmica del RR, CR y VR.

3) Llevar a cabo estudios electroquímicos de RR, CR y VR,

Determinar condiciones y técnicas más convenientes para la obtención de

monocrístales para el estudio por difracción de rayos X

4) Estudiar ei comportamiento de RR, CR y VR mediante espectrometría de masas,

6,2.- En cuanto a los análogos por sustitución de ligante

En cuanto ai estudio de ios análogos por sustitución de ligante algunas actividades

sugeridas son:

1) Repetir la determinación def peso molecular mediante cromatografía de

permeación en gel empleando una columna de separación adecuada para e!

peso molecular que se propone entre 3000-500 g/mol

2) Sintetizar análogos al RR con fenantrolinas modificadas, por ejemplo la 5-

nitrofenantrolina, la 4,7-difenlrfenantroiina, etc
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3) Los procedimientos de purificación desarrollados en este trabajo permiten obtener

compuestos de alta pureza, que pueden ser empleados para ios estudios

electroquímicos, necesarios en las propuestas de reactividad, química y biológica.

ó 3 - En cuanto a la actividad biológica

1) Evaluar la actividad inhibitoria del transporte electrónico en fotosistenha H,

empleando técnicas de luminiscencia para comprobar ias propuestas generadas

en el estudio bioquímico realizado durante estos estudios de maestría,
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