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Capitulo 1 Introduccién

1. INTRODUCCION

En la actualidad la bioinorganica tiene como uno de sus focos
principales de estudio, las interacciones de algunos compuestos de
coordinacion y ADN. Los cuales presentan distintos modos de interaccion
con el ADN dependiendo de su estructura quimica. Lo antes mencionado
es de gran importancia en el diseno de farmacos que actden a nivel de
acidos nucleicos. Adicionalmente se sabe que los complejos de Ru(Il)
pueden actuar como marcadores luminiscentes del ADN en vez de
marcadores radioactivos.

La modificacion en los ligantes unidos al Ru(II) puede ocasionar
cambios en el modo de interaccién con el ADN.

Las interacciones del ADN con compuestos, fluorescentes o con
compuestos que se intercalen, se dan en las bases que constituyen al
ADN, las bases piiricas y pirimidicas.

El presente trabajo consiste en el estudio de las interacciones de
compuestos de Ru(Il) con bases puricas y pirimidicas. Dichos compuestos
de Ru (II) tienen dos tipos de ligantes en su esfera de coordinacién uno
tetradentado (pdto) y otro bidentado (fen).

Las técnicas de caracterizacion para ver las interacciones entre los
compuestos y las bases puricas y pirimidicas son la espectroscopia
electronica Uv-vis y la espectroscopia de fluorescencia.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Interaccién de complejos de Ru(Il) y ligantes polipiridinicos con el
ADN

Durante la década pasada los complejos de metales de transicion
con polipiridinas han sido extensamente estudiados en quimica
bioinorganica, especialmente en presencia de é4cidos nucléicos y sus
derivados. En estos compuestos el metal juega un papel importante de
acuerdo a su reactividad y su geometria. Los complejos de metales de
transicién con carga positiva y con ligantes planos han sido empleados
como sondas en la deteccién de acidos nucleicos ya que dichos acidos
nucleicos son polianiones bajo las condiciones fisiolégicas.

Uno de los objetivos de la quimica bioinorgénica es el desarrollo
de nuevos complejos con actividad biologica (citostatica, citotoxica o
antineoplasica) y el estudio de su interaccién con ADN. Los complejos de
Ru(II) pueden actuar como marcadores luminiscentes y se utilizan en vez
de marcadores radioactivos®), ya que son faciles de manipular y
relativamente baratos.

En 1999 Xiong y Nian @ reportaron un estudio de diferentes
complejos de Ru(Il) con donadores por nitrégeno como fenantrolinas,
bipiridinas, encontrando que la modificacién en el ligante ocasiona un
cambio sustancial en el modo de unién, localizacién y afinidad por el
ADN proponiendo tres modos de interaccion: el primero es de
naturaleza puramente electrostatica, el segundo es de enlace al ADN y el
tercero es por intercalacion con las bases que conforman el ADN.

En 1998 Jin-Gang, et. al, @ reportaron que el complejo
[Ru(IP)2(DPPZ)]?* en soluciéon acuosa solo presentaba el fenomeno de

luminiscencia en presencia de ADN por ello denominaron al complejo
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como un “switch” para el ADN. Las interacciones propuestas en este
trabajo fueron predominantemente de tipo hidrofébico, atribuyendo asi
que la existencia del fen6meno de luminiscencia se da como una prueba
de que el ligante (DPPZ) se intercala entre las bases del ADN.

En el caso de complejos de Ru(I) con ligantes tridentados como el
[Ru(bzimpi),]Cl, la interaccion con el ADN modifica la transicion n-nm*
del complejo al incrementar la concentracion de ADN.®)

Se sabe que tanto el apilamiento de las bases como los puentes de
hidrégeno son cruciales para la estabilizacién de las hélices del ADN,
Liang-Nian® utilizaron un ligante funcionalizado con un grupo capaz de
formar puentes de hidrégeno lo cual increment6 la estabilidad del
complejo al unirse al ADN en comparaciéon con los complejos que no
tenian el ligante funcionalizado.

En general se ha propuesto que los derivados de 1,10-fenantrolinas
se intercalan al ADN, debido a que poseen una estructura plana la cual
ayuda a que el complejo se apile entre las bases del ADN. La intercalacién
de moléculas planas heteroaromaticas entre las bases del ADN fue
reconocida por primera vez por Lerman en 1961.6)

El fenémeno de intercalacién depende del tipo de doble hélice del
ADN, las méas comunes son la forma A y B que difieren en su grado de
hidratacién, de entre estas la forma mas comin es la B que aparece en
condiciones normales de salinidad.®

El complejo de [Ru(1,10-fen)s]?* tiene una esfera de coordinacion
saturada, es un complejo estable, es decir inerte a la sustitucién, por su
carga positiva es soluble en agua, dicho complejo posee una estructura
rigida, con isémeros Opticos, lo cual da la posibilidad de estudios

enantioselectivos con ADN.©®)
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Se ha demostrado que el complejo [Ru(1,10-fen)s]?* es luminiscente
mostrando una fuerte TCLM en el estado excitado, la cual es perturbada
por los cambios al intercalarse al ADN La intercalacién por lo general
produce un incremento en la luminiscencia.®

La presencia de sustituyentes en la 1,10-fenantrolina como el 4,7-
dimetil no dan intercalacién pero el derivado 4,7-difenil se comporta de
manera similar a la 1,10-fenantrolina, es decir se intercala. Esto se debe a
que en la intercalacion estdn presentes interacciones n-n entre los ligantes
del complejo y las bases que constituyen al ADN, pero dichas
interacciones entre moléculas arométicas requieren de fuertes
requerimientos geométricos como la coplanaridad en las moléculas para

hacerse presentes.©

2.2.Complejos de pdto

En 1960 Goodwin y Lions? reportaron el disefio de ligantes
tetradentados de cadena abierta para evaluar su modo de coordinacién.
Dentro del estudio de los diferentes modos de coordinacién se introduce
el concepto de quelatos “facultativos”. Este término se refiere a la
capacidad de los atomos donadores de rearreglarse espacialmente
dependiendo de las demandas del centro metalico al que se coordinen.

Dentro de esta clase de ligantes un ejemplo de interés para la
bioinorganica es el 1,8-bis-(2-piridil)-3,6-ditioctano (pdto),(Fig.2.1) debido
a su uso en la simulacion de sitios activos de proteinas de cobre.®

N S S

| |
=N N

=
=

Figura 2.1. Estructura del 1,8-bis-(2-piridil)-3,6-ditioctano. (pdto)
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2.2.1.Complejos de [Cu(pdto)] y su interaccién con ADN

La interaccion de [Cu(pdto)]* con ADN fue probada por
Mahadevan, Palaniandavar®, los autores senalan que el [Cu(pdto)]?* es
un croméforo y por su geometria cuadrada permite una intercalacion
parcial de las piridinas del ligante con los pares de bases del ADN.

Ademas senalan que las moléculas pequenas como [Cu(pdto)]?* se
estabilizan para interactuar con el ADN mediante fuerzas débiles como
apilamientos n entre los grupos heterociclicos aromaticos y los pares de
bases , fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno a lo largo de

toda la hélice de ADN y los complejos.

2.2.2. Complejos de Ru(II) con pdto y diversas 1,10-Fenantrolinas

Con la finalidad de obtener nuevos complejos que puedan
funcionar como sondas en la deteccién de biomoléculas en el 2003 Ortiz-
Frade y colaboradores® reportan la sintesis de complejos de tipo
[Ru(pdto)(fen)], fen= 1,10 fenantrolinas sustituidas (Fig 2.2). Se evaluaron
los Ei2 (fen/ferr) y Ei/2(Ru'/Ru™) para los compuestos sintetizados
encontrandose que la modificacién de los sustituyentes de las 1,10
fenantrolinas modifican ambos potenciales redox. Ademés se logré
correlacionar los dos potenciales electroquimicos con el pKa de las
fenantrolinas libres, las Amax de la banda TCML, y los desplazamientos

quimicos de las fenantrolinas coordinadas.
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=N N=

4,7difenil-1,10fenantrolina 1,10fenantrolina 5,6-dimetil-1,104fenantrolina
CN N: CN Nj
4,7dimetil-1,10fenantrolina 3.4,7,84tetrametil-1,10fenantrolina

Figura 2.2. Estructura de las 1, 10 fenantrolinas sustituidas utilizadas para la
sintesis de compuestos de Ru(ll) y pdto.

2.3. Técnicas espectroscopicas empleadas en el estudio de las
interacciones de los complejos de Ru(Il) yligantes polipiridinicos
con ADN

En general el estudio de las interacciones de los complejos de
rutenio se hace por medio de técnicas como espectroscopia electronica

Uv-Visible o espectroscopia de fluorescencia, las cuales se describen a

continuacion.

2.3.1. Espectroscopia Uv-visible

La espectroscopia electréonica Uv-visible se utiliza porque los
complejos de rutenio con polipiridinas o con fenantrolinas presentan
transiciones TCLM en la region del visible, dichas transiciones se
modifican cuando el complejo interactiia con ADN.

La intercalacion de una molécula de complejo en el ADN se
caracteriza por importantes cambios en la absorbancia (hipocromismo), y
un desplazamiento en la longitud de onda. En el caso del complejo

[Ru(bzimpi):]Cl. Ganesan v Balachandran® senalan un 13% de
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hipocromicidad en la banda en 498 nm asignada a la TCLM lo cual es
atribuido a la interaccion con ADN.

El complejo [Ru(fen):(dppz)]** presenta un 8% de hipocromicidad
y la banda que aparece en 437 nm del complejo libre se recorre a 440 nm

cuando el complejo interactiia con ADN.@

2.3.2.Espectroscopia de fluorescenciail

La fluorescencia se utiliza en la actualidad en areas como el
monitoreo ambiental, quimica clinica, secuencias de ADN, y anilisis
genético, debido a su sensibilidad en la deteccion.

Cuando una molécula absorbe radiacion electromagnética de cierta
longitud de onda, en el estado excitado la molécula puede experimentar
distintos comportamientos, tener una reaccion quimica, cambios en los
modos de vibracion con lo cual la energia se perdera en forma de calor, o
puede presentar el fenémeno de luminiscencia.

La luminiscencia se define como la emision de luz por cualquier
sustancia desde los estados electronicos excitados, la luminiscencia
formalmente se divide en dos categorias fluorescencia y fosforescencia,
dependiendo de la naturaleza del estado excitado.

La fluorescencia se presenta cuando la emisién de luz se lleva a
cabo desde el estado excitado singulete, es decir el electron en el estado
excitado tiene un espin contrario al espin del segundo electrén en el
estado basal, como consecuencia cuando el electron regresa al estado
basal la transicion es permitida y ocurre con la emision de un foton. El
tiempo de vida media de la fluorescencia es de 10 ns.

Algunas moléculas, particularmente aquellas con una estructura

conjugada tienen la habilidad de irradiar desde un estado electrénico que
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es intermedio entre el estado basal y el estado de fluorescencia, este tipo
de luminiscencia se le llama fosforescencia.

La fosforescencia se presenta cuando la emision de luz se lleva a
cabo desde el estado excitado triplete, es decir el electron en el estado
excitado tiene el mismo espin al espin del electron en el estado basal. Las
transiciones al estado basal son prohibidas y la emision se hace mas

lenta, los tiempos de vida media son entre milisegundos y segundos.

"TCML
& -
; Conversion
1 Estado singulete interna
& \ TCML Estado
| — uiplele
hvy, hvg hvp
Estado Basal

Figura 2.3.Diagrama de Jablonski para la absorcién y emisién de luz.

Los complejos de metales de transicion presentan estados
singulete-triplete mezclados, por ello es mas comtn referirse al fenémeno
como luminiscencia.

Si examinamos el diagrama de Jablonski (Fig.2.3) podemos ver que
la energia de la emision (hve) es menor a la energia de la absorcion (hva),
la fluorescencia ocurre a menores energias o mayores longitudes de onda,
a este fendmeno se le llama el desplazamiento de Stoke.

Una de las moléculas mas estudiadas para los complejos de
rutenio es [Ru(bipi)s]?*, debido a su estabilidad quimica, sus propiedades

redox, su luminiscencia y su tiempo de vida en el estado excitado.
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Juris y Balzani®? proponen para el complejo [Ru(bipi)]?*, que
cuando una molécula absorbe un fotén el estado excitado resultante es de
alta energia, por ello el regresar al estado basal puede ocurrir mediante
diferentes vias: una reaccion fotoquimica, emisién de luz (luminiscencia),
que el exceso de energia se convierta en calor, o algin tipo de interaccién

con otras especies presentes en la solucion. (Fig.2.4)

Productos
(reaccion fotoquimica)
r s
Ke K A+hv
/L' (luminiscencia)
A+hv 4 A*
Ka
+B
v A + calor
(desactivacion
A o productos por radiacién)
(proceso de

abatimiento)

Figura 2.4. Representacién esquematica de los procesos de desactivacién en el

estado excitado.

2.3.3.Proceso de abatimiento en la fluorescencia

El abatimiento en la fluorescencia se refiere a cualquier proceso que
decrece la intensidad de la fluorescencia de una muestra. Una variedad
de interacciones moleculares pueden resultar en dicho abatimiento. Estas
incluyen reacciones en el estado excitado, rearreglos moleculares,
transferencias de energia, formacion de complejos en el estado basal, v

abatimiento por colision.
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El abatimiento en la fluorescencia ha sido extensamente estudiado
como un fenémeno fundamental y como fuente de informacién en
sistemas bioquimicos.

Existen una amplia variedad de sustancias que abaten la
florescencia, una de las moléculas mas estudiadas es el oxigeno
molecular, también dentro de esta clasificacion se encuentran las aminas
tanto aromaticas como aliféticas, las bases puricas y pirimidicas.

Como ejemplo de dicho abatimiento tenemos que los cofactores de
las enzimas frecuentemente presentan fluorescencia, NADH tiene un
maximo de absorcién en 340 nm y de emision en 460 nm, en este caso el
grupo que es responsable de la fluorescencia es el anillo de la
nicotinamida en su forma reducida. En solucion la fluorescencia de
NADH es parcialmente abatida por colisiones o apilamiento con el anillo
de la adenina.

El complejo [Ru(bzimpi)]?* presenta luminiscencia en agua pero al
agregarle ADN el abatimiento en la fluorescencia se hace presente ya que
en el estado excitado se transfiere un electrén de la base guanina del

ADN al complejo.®

2.3.4.Efectos del disolvente en los espectros de emision

La polaridad del disolvente y el ambiente local tienen un profundo
efecto en los espectros de emision de los fluoroforos polares.

Fluoroforo es aquella sustancia que presenta el fenomeno de
fluorescencia.

Generalmente los fluoroforos tienen un mayor momento dipolar en
el estado excitado (pe) que en el estado basal (ps) (Fig.2.5), después de la
excitacion los momentos dipolares del disolvente se pueden reorientar o

relajar alrededor de p, teniendo de esta manera una menor energia del
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estado excitado, a medida que la polaridad del disolvente aumenta, este
efecto se hace mayor, resultando en la emision a menores longitudes de
onda.

En general solo los fluoroforos que son polares muestran una larga

sensibilidad a la polaridad del disolvente.

'TCML

Tl

Disolvente menos polar

HE Disolvente mas polar

h\" h.Vp h‘\r”p

™ A

Estado Basal

Y A 4

Figura 2.5. Diagrama de Jablonski con relajacién del disolvente

La interpretacion de como dependen los espectros de emision del
disolvente es un tema muy complejo, esto resulta dada la variedad de
interacciones entre el disolvente y el fluoroforo.

Dichas interacciones pueden resultar en desplazamientos en la
emision (Desplazamiento de Stoke), estos desplazamientos muestran los
cambios en el momento dipolar que ocurren después de la excitacion.

Los momentos dipolares tendran diferentes energias en disolventes
de diferentes constantes dieléctricas. En general los efectos del disolvente
ocurren cuando el fluoroforo se disuelve en cualquier disolvente v son
independientes de las propiedades quimicas tanto del fluoroforo como

del disolvente.
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En este trabajo se presenta el estudio espectroscopico para
establecer el tipo de interacciones de los compuestos [Ru(pdto)(N-
N)]?*)N-N = 1,10 fenantrolinas y derivados, con bases puricas y
pirimidicas. Lo cual indicara si estos complejos podran ser utilizados

posteriormente como sondas en deteccion de ADN.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo General

Estudiar la interaccion de compuestos de [Ru(pdto)(N-N)J2* con las
bases constituyentes de ADN.

3.2 Objetivos Particulares

¢ Probar por medio de espectroscopia Uv-visible la interaccion entre
los compuestos de [Ru(pdto)(N-N)]?* y bases piricas y pirimidicas.
e Estudiar la interaccion de los compuestos de [Ru(pdto)(N-N)]2
con las bases que presenten interaccion en el estudio del punto

anterior por medio de espectroscopia de fluorescencia.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Espectroscopia Uv-vis de las bases pfricas y pirimidicas

En la figura 4.1 se muestran los espectros de absorcion de las
cuatro bases: adenina, citosina, guanina, timina en concentracién 1 x 104
M en metanol. Para todas las bases se observa un méaximo de absorcién
en la regién del ultravioleta, en 260 nm para adenina y la timina, en 268
nm para la citosina, en el caso de guanina la banda se encuentra en 277
nm, estos maximos de absorcioén corresponden a las transiciones del tipo

(n—mn*) de las bases.(?

adenina
citosina
guanina
(x-x%) — tim ina

Absorbancia
N
@
@

E T Lt L] T L b T
230 240 250 260 270 280 280 300 310 320
A(nm)

Figura 4.1 Espectros de absorcién para adenina, citosina, guanina y timina 1 x 104 M en
metanol.

4.1.2 Espectroscopia de emision de las bases
Los espectros de emision, empleando una A de excitacion de 300
nm , adquiridos para la adenina en diferentes concentraciones (Fig.4.2)

presentan un maximo de emisién en 354 nm.
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El valor de intensidad de emision, para este méximo se incrementa

conforme aumenta la concentracién de adenina.

50000 =y
----4 5x10°Adenina
- ----9.0x10°Adenina
a ‘09004 ----2.7x10*Adenina
2 ----4.5x10*Adenina
T 30000 o ----6.3x10'Adenina
b
]
c 20000 =
L.
c
10000 <
o - T v T T T —
350 400 450 500
i(nm)

Figura 4.2. Espectro de emision de la adenina a diferentes concentraciones en metanol,

A excitaciéon 300 nm.

La grafica de intensidad de emisién a 354 nm en funci6én de
la concentraciéon de adenina (Fig 4.3) es una linea recta lo que nos habla
de la dependencia lineal de la intensidad de emision al incrementar la

concentracion de adenina.

35000 =
10000 =
25000 =
20000 =

15000 — -
4

10000 -1_/"".

T T T T T T
oooot o.0002 0.0003 0.0004 o.000% o ooos
Concentracién (M)

Intensidad (u.a.)

Figura 4.3. Grafica de intensidad vs concentracion de adenina en metanol, maximo de

emision en 354nm.
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En la figura 4.2 se observa que la adenina presenta el fenémeno de
fluorescencia en metanol, esto se debe a los apilamientos (n-m) entre las
moléculas de adenina, ya que la adenina en agua no presenta
fluorescencia(1), al aumentar la concentracion de adenina el fenémeno de
apilamiento intermolecular entre adeninas se hace presente, ya que las
interacciones intermoleculares entre bases puricas se presentan a partir
de concentraciones 9 x 10-5 M(4),

Ademas de que la interaccion con el metanol mediante puentes de
hidrégeno ayuda a estabilizar los apilamientos adenina-adenina a
elevadas concentraciones.

4.3. Espectroscopia electrénica Uv-vis de los complejos [Ru(pdto)(N-N)]
Clz

Los complejos del tipo [Ru(pdto)(N-N)J?* (Tabla 4.1) presentan
espectros de absorcion del tipo de [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-fen)]Cl. (3)
(Fig.4.4). El espectro del complejo presenta cinco bandas, cuatro debidas
a la coordinacion con Ru(Il) de la 5,6-dimetil-1,10 fenantrolina éstas son
una banda en 244 nm debida a una TCML (d—n*), una banda LC (n—n*)
en 276 nm, una banda MC (om—n*m) en 297 nm y una banda TCML
(d—n*) en 403 nm. Se observa una sola banda debida a la coordinacién
con Ru(ll) del pdto, esta aparece en 328 nm y se debe a una TCML
(d—m*).

Compuesto [
1 ] [Ru(pdto)(4,7-difenil-1,10-fen)|Cl,
2 ‘. [Ru(pdto)(1,10-fen)]Cl.
3 [Ru(pdto)(5,6,-dimetil-1,10-fen)]Cl.
4 [Ru(pdto)(4,7-dimetil-1,10-fen)]Cl2
5 i [Ru(pdto)(3,4,7 8-tetrametil-1,10-fen)]Cl.

Tabla 4.1. Compuestos estudiados mediante espectroscopia Uv-vis
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244 TCLM®  -——[Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10fen)ICI , (3)

276 LC"

Absorbancia

954 403 TCLM*®

T T Y T T i T T
250 300 3as0 400 450 500

A(nm)

Figura 4.4. Espectro de absorcion de [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-fen)]CL, 1x10* M en

metanol. * Transiciones debidas a la fenantrolina coordinada. * Transiciones debidas al

pdto.
TCMLa LCb LCa MCa TCML? TCMLa
Anux(nm) Amax(nm} }\max(nm) Anlax(“m) h|'.|ua3<(]"|rr'l) Amax(nm)
1 238 253 282 no 320 412
2 235 251 269 295 330 400
3 244 no 276 297 328 403
k) 239 253 269 294 337 397
5 232 252 273 304 334 392

» Transiciones debidas a las fenantrolinas coordinadas, ! transiciones debidas al
pdto coordinado, ™ no se observa.

Tabla 4.2. Datos espectroscopicos en la region UV-Visible de los compuestos [Ru(pdte)(n-n)]Cl;

(1-5)
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4.4 .Espectroscopia de emision de los complejos [Ru(pdto)(N-N)] Cl.
El espectro de emision del complejo [Ru(pdto)(4,7-dimetil-1,10-
fen)] Clz (4) en concentraciéon 3.6 x 105 M con una \ de excitacién de 300
nm (Fig. 4.5) presenta dos maximos de emisiéon uno en 328 nm atribuido
al metanol y otro en 363 nm dado por las bandas de TCLM® del pdto.
La intensidad del maximo en 363 nm sugiere que el complejo no
presenta luminiscencia en metanol a una concentraciéon de 3.6 x 105 M,

este mismo comportamiento lo presentan los complejos 1,2 y 5.

|OrS s [Ru(pdto)(4,7-dimetil-1,10-fen)]CI, (4)

20004 328 163

1000 —

Intensidad (u.a)

. S, O | T T S P . A T R, P s
320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

A(nm)

Figura 4.5. Espectro de emision del compuesto [Ru(pdto)(4,7-dimetil-1,10-fen)] Cl: 3.6 x

10°* M en metanol.

En cambio el espectro de emisién del compuesto [Ru(pdto)(5,6,-
dimetil-1,10-fen)]Cl2 (3) en una concentracion 3.6 x 10° M en metanol con
una A de excitacion de 300 nm presenta 2 maximos uno en 328 nm
debida al metanol v otro en 367 nm dada por una TCML del pdto al
coordinarse con el Ru(Il) (Fig.4.6). Pero la intensidad del maximo en 367

nm de (3) es 7.5 veces mavor que la intensidad del maximo en el caso de
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(4) por lo que se considera que (3) presenta el fenémeno de luminiscencia

en metanol.

..... [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,1 0-fen}]Clz (3)
20000 -

367
15000 -

10000

Intensidad (u.a)

5000 =

T T 4 T T I
350 400 450 500 550
A(nm)

Figura 4.6. Espectro de emision del compuesto [Ru(pdto)(5,6--dimetil-1,10-fen)] Ck 3.6
x 10" M en metanol

4.5.Estudio espectroscopico de la interaccién de los complejos
[Ru(pdto)(N-N)] Cl: y bases ptricas y pirimidicas mediante Uv-vis
Los espectros electronicos de los complejos 1,24 al mezclarlos con
las cuatro bases adenina, citosina, guanina y timina dan como resultados
espectros electronicos del tipo [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-fen)] (3) al
mezclarlo con las cuatro bases por separado. Las 5 bandas del complejo
libre desaparecen dando lugar a tres bandas una en 276nm, otra en 328
nm y la dltima en 403 nm. En general se ve que la banda en 276 nm
aumenta su anchura y su intensidad debido a que algunas transiciones
del complejo como las de las bases se encuentran en la region del
ultravioleta. La banda del complejo situada en 328 nm disminuye su
absorbancia al agregarle la base ya sea purica o pirimidica disminuye de
0.7 a 0.4, sin importar que base sea, esta banda corresponde a TCML

dada por la coordinacion del Ru(Il) con el pdto. La banda que esta en
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403 nm también disminuye su absorbancia de 0.4 a 0.2, dicha banda es

una TCML por la coordinacion del Ru(II) con la fenantrolina.

--—-[Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10fen)]C1 (3)
----Adenina + Complejo
----Citosina + Complejo
----Guanina + Complejo
----Timina + Complejo

Absorbancia

328 TCLM®
403 TCLM®

2 T el T b T L 1
250 300 350 400 450 500 550
A(nm)

Figura 4.7. Espectros de absorcion para el complejo [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10fen)]Cl 1x
104 M en metanol con las distintas bases puricas y pirimidicas 1x10#4 M en metanol. ¢

Transiciones debidas a la fenantrolina coordinada. * Transiciones debidas al pdto.

En la tabla 4.3 se muestran los cambios de absorbancia para las
bandas que corresponden a las TCML tanto de las fenantrolinas como del
pdto de los distintos compuestos de Ru (II), ya que al igual que en el caso

anterior son las tinicas que se distinguen por estar en la region del visible.

Compuesto TCLMP? (Absorbancia) TCLM= (Absorbancia)
1 0.73-0.42 047-0.23
2 0.9-0.45 0.48-0.21
3 0.7-0.4 0.4-02
4 0.77-0.48 0.51-0.26

= Transiciones debidas a las fenantrolinas coordinadas, * transiciones debidas al pdto
coordinado.
Tabla 4.3. Cambios de absorbancia de los compuestos [Ru(pdte)}(n-n)]Cl: (1-4)
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Para todos los complejos en presencia de bases piricas o
pirimidicas ambas bandas TCLM disminuyen en intensidad, por lo cual
sugerimos que el complejo cede densidad electronica ya que la intensidad
de la transferencia en ambos casos disminuye. Este tipo de
comportamiento se debe a fenémenos de apilamiento entre las bases y el
complejo interacciones del tipo (n-nm) entre los ligantes (pdto y
fenantrolinas) con las bases®.

Para el compuesto (5) el espectro electrénico en presencia de las
bases difiere a los casos anteriores (Fig. 4.8.) ya que se ven tres bandas en
lugar de seis, las TCLM tanto de la fenantrolina como del pdto en 392 nm
y 334 nm respectivamente no sufren cambios significativos de
absorbancia. Pero la banda en 273 nm dada por la interaccién LC de la
fenantrolina (m—n*) presenta cambios de distinta magnitud, el mayor
corrimiento en la banda se da con la adenina ya que en presencia de ésta
la banda se desplaza hasta 255 nm, es decir se va a mayor energia con un
incremento en la absorbancia de 0.2 a 0.55, para el caso de la timina la
banda se recorre hasta 265 nm con un incremento de absorbancia de 0.2 a
0.48. Para la citosina la banda aparece en 273 nm lo que no se considera
un corrimiento en la banda y el cambio de absorbancia va desde 0.2 hasta
0.42, y para la guanina la banda aparece en 273 nm con una absorbancia
de 0.3.

El tipo de interaccion en este caso es (m-m) entre el ligante
fenantrolina con las bases®). Ya que los corrimientos en las bandas como
los cambios en la absorbancia aparecen en la region que corresponde a
una LC (m—n*) de la fenantrolina. Una medida de que ha aumentado la
magnitud de la interaccion del complejo con las bases es el
desplazamiento de la banda a mayores energias(1%, ya que la transicion

(n—n*) de la fenantrolina en el complejo requiere de mas energia porque
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los electrones que ocupan el orbital m de la fenatrolina estan
interactuando con los electrones n de la adenina haciendo que la
promocion al estado excitado n* de la fenantrolina se haga mas dificil y

por lo tanto requiera de mas energia.

----[Ru(pdto)(3,4,7,8-tetrametil-1,10fen)]C1, (5)
----Adenina + Complejo
----Citosina + Complejo
----Guanina + Complejo
----Timina + Complejo

08

o648\ 258 LC*

267 LC"

044

Absorbancia

273 Lc*

02-

0.0 T T T T T
250 300 350 400 450
i{nm)

Figura 4.8. Espectros de absorcion para el complejo [Ru(pdto)(3,4,78 tetrametil-
1,10fen)]Cl_1x 10+ M en metanol con las distinlas bases puricas y pirimidicas 1x10% M en

metanol. * Transiciones debidas a la fenantrolina coordinada.
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4.6.Estudio espectroscépico de la interaccién de los complejos
[Ru(pdto)(N-N)] Clz y bases piricas y pirimidicas mediante
espectroscopia de emision

Como se demostré en la seccion 4.4. la adenina en diferentes
concentraciones en metanol presenta el fenoémeno de fluorescencia
mientras que los complejos 1,24,5 en concentracién 3.6 x 105 M en
metanol no presentan el fenémeno de luminiscencia. Al mezclar los
complejos 1,245 con adenina en diferentes concentraciones y tomar los
espectros a una A de excitacion de 300 nm los espectros de emision
obtenidos son del tipo [Ru(pdto)(1,10-fen)]Cl; (2) (Fig.4.9). En esta figura
se observan cuatro espectros de emision uno el de la adenina 6.3 x10+ M
en metanol, el [Ru(pdto)(1,10-fen)]Cl2 3.6 x 10-°* M en metanol, la mezcla
del complejo 3.6 x 10> M mas la adenina 6.3 x10+4 M en metanol y el
espectro del metanol. Podemos ver que la fluorescencia debida a la
adenina en la mezcla complejo mas adenina se abate. Este espectro
muestra a la adenina en una sola concentraciéon 6.3 x10# M pero si
adicionamos distintas concentraciones de adenina, y graficamos
intensidad de emisién a 354 nm vs la concentracion de adenina (Fig. 4.10)
se observan tres lineas: una es la adenina disuelta en metanol, otra es el
metanol solo y la tercera es el compuesto con adenina en metanol, en
todas las concentraciones la adenina no presenta fluorescencia al entrar
en contacto con el complejo en metanol en este caso el comportamiento
no es lineal con respecto a la concentracion de adenina. Esto se atribuye a
que el complejo rompe las interacciones intermoleculares entre adenina y
adenina v metanol-adenina (n-n*, puentes de hidrogeno) y forma nuevas

interacciones entre la adenina y el complejo.
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-—-[Ru(pdto)(1,10-fen)]C1 + adenina (2)

40000 ---Adenina
---[Ru(pdto)(1,10-fen)IClI,
L] ---MeOH
3
~ 30000 =
o
L
=
L]
c 20000 -
o
-
c L
10000 -
0 - = T
b T T v T v T ——T
350 400 450 500 550
A(nm)

Figura 4.9. Espectro de emision de [Ru(pdto)(1,10-fen)]Cl> 3.6 x 10° M, adenina 6.3 x 10+

4 M en metanol.

40000 -
I — [Ru(pdto)(1,10-fen)]CI (2} + Adenina
= 2tk S Adenina
3  3co004 7 MeOH
=
k-]
5 25000
T )
@ 20000 -
[ =4 -
8 150004 /"
c -
- -
10000 = -
- -__————_____-
5000 =
17
i
Ll L] T L4 T b T T
0.0000 00001 00002 00003 00004 00005 000086

Concentracion (M)

Figura 4.10. Intensidad vs concenlracion de adenina, [Ru(pdto)(1,10-fen)]Cl2 3.6 x 10*

M en metanol a una longitud de onda de excitacion de 300 nm y de emision en 354 nm.

El abatimiento en la fluorescencia de la adenina puede ser

explicado en términos de la capacidad para aceptar electrones de los
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compuestos de [Ru(pdto)(N-N)]?* en el estado excitado o en el estado
basal como ha sido descrito para el complejo [Ru(bipi);]2+(13.

Por ello se puede decir que los complejos [Ru(pdto)(N-N)]?* ya sea
en el estado excitado o en el estado basal son aceptores de electrones, esto
se puede correlacionar con los potenciales de 6xido-reduccion del Ru (II)
(Tabla 4.2) en presencia de las fenantrolinas reportados por Ortiz
Frade(10),

Al oxidarse una molécula de adenina(®® la nueva especie ya no
puede interactuar con el metanol ni con las demas moléculas de adenina
de la misma manera por lo que la fluorescencia debida a los apilamientos

n-n1 desaparece en presencia de los complejos 1,2,4,5 en metanol.

[Ru(pdto)(1,10-fen)]2* + Adenina* — [Ru(pdto)(1,10-fen)]* + Adenina*

Compuesto Ei/2(phen/ phen) E1/2 (Ru''/Rulll)
vs Fc*/Fc(V) vs Fc*/Fc (V)
@ 1.644 1.042
%) 1.689 1.037
4 -1.805 1.020
) 1911 0.997

Tabla 4.2 Potenciales de oxidacion de los complejos de Ru(I) y de reduccion de las

fenantrolinas'®

A diferencia de todos los demas compuestos el [Ru(pdto)(5,6-
dimetil-1,10 fenantrolina] (3) 3.6 x 10° M en metanol presenta
luminiscencia, al agregarle adenina la luminiscencia de ambos se

incrementa (Fig.4.11) esto se debe a que el compuesto interactiia con la
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adenina en el estado excitado, esta interaccion es del tipo n-n entre los
anillos de las fenantrolinas y los de la adenina haciendo que para ambos
la densidad electronica se vea favorecida dando como resultado un
aumento en la luminiscencia. Tanto la capacidad de la adenina para
formar apilamientos mediante interacciones n-n, como el elevado
potencial de oxidacion de (3) (1.050V)19 hacen que los apilamientos entre
la adenina y el compuesto se vean favorecidos evitando de este modo el
abatimiento en la luminiscencia.

----- [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-fen})]Cl, (3)+ adenina

50000 -----Adenina

----- [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-fen)]CI, (3)
-----MeOH

40000

30000

20000

Intensidad (u.a)

10000

¥ T T
350 400 450 500 550

A(nm)

Figura 4.11 Espectro de emision de [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-fen)]Cl. 3.6 x 10
M y adenina 6.3 x 10# M en Metanol.

Si graficamos la intensidad de la emisién vs la concentracion de
adenina a una longitud de onda de 354 nm (Fig.4.12) lo que tenemos en
este caso es que el comportamiento de la intensidad de la emision a
diferentes concentraciones de adenina es lineal con respecto a la
concentracion de adenina, lo que da evidencia de que a mayor cantidad

de moléculas de adenina presentes en la disolucion los apilamientos
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seran mayores lo que refleja la interaccion n-n de la adenina con los

anillos de las fenantrolinas.

----- [Ru{pdtol(ﬁ,ﬁdimelil-1.10-len]]l‘.‘:l, (3) + adenina

45000 -
. Adenina -
-
aopood =020 e MeOH -
- -/
. 350004 %
] 1 !
3 30000 -
- -
] -
® 25000 7 ’
T ] -
0 -5 .
e 20000 o g
o A =
- 1 . e
c 15000 4 —% P e
10000 a—a
50004 ‘o o P =i ="
44—
00000 00001 00002 00003 00004 00005 00006 00007

Concentracion (M)

Figura 4.12. Intensidad vs concentracién de adenina, [Ru(pdto)(5,6-dimetil-1,10-

fen)]Cl: 3.6 x 10° M en metanol a una longitud de onda de excitacién de 300 nm y de

emision en 354 nm.
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4. CONCLUSIONES

¢ Se estudio la interaccion de bases tanto puricas y pirimidicas con
los complejos de Ru(Il), resultando que solo el [Ru(pdto)(34,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina)] presenta interacciones de mayor
magnitud del tipo n-n con adenina y timina, por ello lo podemos
clasificar como complejo selectivo a adenina y a timina.

e Los otros complejos con diferentes fenantrolinas (1), (2), (3), (4)
presentan interacciones del tipo n-n con las cuatro bases pero
dicha interaccién es de la misma magnitud por ello los podemos
clasificar como complejos no selectivos a las bases.

e Se encontr6 que la adenina en metanol presenta el fenémeno de
fluorescencia al excitar al sistema en 300 nm, arrojando un
comportamiento lineal en la emision al incrementar la
concentracion de adenina. Esto se debe a fenémenos de
apilamiento intermolecular entre las moléculas de adenina y a
puentes de hidrégeno entre la adenina y el metanol.

¢ En los espectros de emision se observan dos comportamientos el
primero es que se apaga la emision de la adenina por los complejos
(1), (2), @), (5) debido a la formacion de nuevas especies en la
disolucion que rompen las interacciones n-n entre moléculas de
adenina, lo cual hace que dichos complejos puedan actuar como
switch molecular ya que hay un cambio en la emision de luz por
parte de la adenina que se puede monitorear facilmente y el
segundo que solo sucede con el complejo (3) donde se aumenta la
emision tanto de la adenina como la del complejo, debido a
interacciones del tipo n-n entre la adenina y el complejo por ello

permite utilizar al complejo (3) como fotosensor.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Reactivos:

Para la sintesis y purificacion de los distintos productos de rutenio

se utilizaron las siguientes materias primas y disolventes sin purificacion

previa:

Cloruro de rutenio (III) trihidratado
Trifenilfosfina 99%

1,10 fenantrolina
5,6-dimetil-1,10-fenantrolina 99%
4,7-dimetil-1,10-fenantrolina 98%
3,4,7 8-tetrametil-1,10-fenantrolina 99+ %
4,7-difenil-1,10-fenantrolina 97%
Adenina 99%

Citosina 99%

Guanina 98%

Timina 99%

Hidréxido de potasio
2-vinilpiridina 97 %

Etilenditiol 90+%,

Alumina neutra activada 150 mesh
Metanol R.A.99.9%

Eter etilico anhidro R.A 99.9%

Eter de petréleo R. A. 99%

Aldrich
Aldrich
Sigma
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich

]J. T. Baker
J. T. Baker
J. T. Baker
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6.2 Sintesis.

6.2.1. Sintesis del ligante 1,8-bis-(2-piridil)-3,6-ditioctano, pdto

La metodologia seguida fue la descrita por Goodwin y Lions @. Se
destilan 76 mL. (0.7000 mol) de 2-vinilpiridina en linea de vacio para
separarla del 4-terbutilcatecol. A la 2-vinilpiridina destilada se le anaden
30 mL (0.3500 mol) de etilenditiol. La reaccion se llevd a cabo a
temperatura ambiente y se dejo bajo agitacion constante durante 12
horas (Fig. 6.1). El producto crudo es un solido blanco, el cual fue
recristalizado con éter de petr6leo, obteniéndose hojuelas blancas
nacaradas. El rendimiento de la reaccion fue del 83.96%. El anilisis
elemental encontrado/calculado es: %C= 63.1/63.1, %eH= 6.2/6.6, %N=
9.7/9.2, %5=20.1/20.5.

N 25C
21 + e —— .,
P 12 hr. / \ —

Figura 6.1. Reaccion de adicién para la sintesis del ligante pdto.

6.2.2. Sintesis de las materias primas de rutenio (II)

6.2.2.1 Diclorotris(trifenilfosfina)rutenio(Il), [RuCly(P®3)s]
La metodologia seguida es una modificacion realizada a la técnica
original de Stephenson y Wilkinson” utilizando un exceso de

trifenilfosfina (Pds). Se disuelven parcialmente 6.00 g (22.86 mmol) de
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P®; en 100 mL. de metanol, calentando ligeramente. Posteriormente
se le adiciona 1.g.(3.83 mmol)de RuCly3H20 previamente disuelto en
50 mL. de metanol. La mezcla se deja a reflujo durante 3 horas con
agitacion constante. Al final de la reaccion se forma un precipitado color
café obscuro rojizo y una disolucion de color azul verdoso. Se filtra al
vacio y el precipitado se lava varias veces con éter etilico frio hasta que
las aguas de lavado sean practicamente incoloras (Fig. 6.2). Se dejo secar
al vacio. El rendimiento de esta reaccion fue del 92.4%. El analisis

elemental encontrado/calculado: %C= 67.0/67.7, %H=49/4.7.

6.2.2.2. Cloruro de (1,8-bis-(2-piridil)-3,6-ditioctano)(cloro)
(trifenilfosfina)rutenio(Il), [RuCl(pdto)(P®3)]CL

La sintesis de este complejo se realiza de acuerdo a la metodologia
descrita por Ortiz-Frade(19 y colaboradores. Se disuelven en 25 mL. de
metanol 0.3405 g. (1 mmol) de pdto, y se le adiciona una suspension
hecha con 0.9587 g. (1 mmol) de [RuClx(P®3)3] y 25 mL. de metanol. La
mezcla se calienta a reflujo durante 3 hrs. en agitacion constante. Se
concentra la disolucion para su posterior precipitacion con éter etilico. Se
filtra el precipitado amarillo y se lava con éter etilico frio, dejandolo secar
al vacio (Fig. 6.2). Posteriormente se purifica a través de una columna
cromatografica hecha con alimina neutra utilizando CH:Cl» como
disolvente y una mezcla de CH2Clz : MeOH (5:1) como eluyente. El
rendimiento fue del 87.3%. El analisis elemental encontrado/calculado:

%C=55.1/55.3, %H=4.8/4.8, %N=3.9/3.8, %5=8.5/8.7.
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Figura 6.2. Esquema general de las reacciones de sintesis de materias primas de Ru (lI).

6.2.3. Sintesis del Cloruro de (1,8-bis-(2-piridil)-3,6-ditioctano)

(1,10- fenantrolina)rutenio(ll), [Ru(pdto)(1,10fen)]Cl:

La sintesis de este complejo se realiza de acuerdo a la metodologia
descrita por Ortiz-Frade® y colaboradores.

Se disuelven 0.0738 g. (0.1 mmol) de [RuCl(pdto)(Pd3)]CI en 50
mL de metanol. Posteriormente se anaden 0.02g (0.1 mmol) de 1,10
fenantrolina. La mezcla se calienta a reflujo durante 3 hr. bajo agitacion
constante. Se concentra la disolucién para precipitar el producto con éter
etilico (Fig. 6.3). El polvo naranja es lavado varias veces con éter etilico
frio. La purificacion se lleva a cabo en camara de difusion disolviendo el
complejo en metanol y precipitindolo con éter. El rendimiento fue del
94%. Analisis elemental encontrado/calculado: %C= 45.6/452, %H=
5.1/5.1, %N=75/7.5 %S=8.6/8.5.
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Figura 6.3. Reaccion de sustitucion para la sintesis de compuestos de coordinacion de

Rutenio (II) y ligante (1,10 fenantrolina).

6.2.4. Sintesis del Cloruro de (1,8-bis-(2-piridil)-3,6-ditioctano)
(R-1,10-fenantrolina)rutenio(II), [Ru(pdto)(R-1,10-fen)]Cl,
La sintesis de estos complejos se realiza de acuerdo a la
metodologia descrita por Ortiz-Frade(9 y colaboradores.
Se disuelven 0.0738 g. (0.1 mmol) de [RuCl(pdto)(P®3)JCl en 50
mL de metanol. Posteriormente se anaden 0.02g (0.1 mmol) de R-1,10
fenantrolina. La mezcla se calienta a reflujo durante 3 hr. bajo agitacion
constante. Se concentra la disolucion para precipitar el producto con éter
etilico (Fig. 6.4). El polvo naranja es lavado varias veces con éter etilico
frio. La purificacion se lleva a cabo en camara de difusién disolviendo el
complejo en metanol y precipitindolo con éter. Los rendimientos y
analisis elementales de las distintas fenantrolinas se muestran en la tabla

6.1.

R Rendimiento % %C* % N* % H* %S*
5,6,-dimetil 65 46.4/46.0 72/72 55/53 8.3/85
4,7-dimetil 70 45.6/45.2 75/75 5.1/51 8.6/8.5
34,7 8tetrametil 91 49/49.1 71/7 5.7/56 8.2/8.1
4,7-difenil 75 54.5/54.8 6.4/6.3 49/49 73/74

*encontrado/ calculado

Tabla 6.1. Distintas lenantrolinas rendimiento y analisis elemental.
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Figura 6.4. Reaccion de sustitucion para la sinlesis de compuestos de coordinacion de

Rutenio (II) y ligante (5,6-dimetil-1,10 fenantrolina).
6.3.Caracterizacion

6.3.1. Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo de todos los compuestos fueron
adquiridos en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI).
Todos fueron realizados en pastillas de KBr y 5 mg. de muestra. El
equipo utilizado fue un espectrometro Perkin Elmer con transformada de
Fourier (FTIR 1600). La ventana espectral fue de 4000 a 400 cm1. Los
resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Ortiz Frade y

colaboradores(12,

6.3.2. Anilisis Elemental
Los anélisis elementales de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre
se realizaron en la USAI donde se utilizé6 un analizador elemental

FISONS EA 1108. Se emple6 un estandar de sulfanilamida.
6.4 Mediciones Fisicas
6.4.1. Espectroscopia de ultravioleta-visible

El equipo utilizado fue un Espectofotometro Hewlett-Packard 8452

A de arreglo de diodos.
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Se midié6 un blanco con metanol puro para después analizar las
diferentes muestras en celdas de cuarzo con longitud de paso 6ptico de

1cm. Laventana espectral es de 190 a 820 nm.

6.4.1.1.Espectros de absorcién

Los compuestos de rutenio (II) fueron adquiridos en una
concentracion de 1x104M en metanol. Para el estudio de interacciones
con las bases en la celda de cuarzo se adicioné 2 ml del complejo de Ru
(I) 1 x 104 M, 2 ml de bases puricas y pirimidicas en concentracion 1X10-
iM.

6.4.2. Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emision fueron obtenidos en un
espectrofluorémetro Fluoromax, Spex.

Se prepararon soluciones en metanol partiendo de un stock de
adenina 1x103 M, se midieron cinco concentraciones distintas de adenina
(Tabla 2), los espectros de emision de los distintos complejos de rutenio
fueron adquiridos a una concentracion de 4.5x10# M en metanol. Se
midieron los espectros de emision excitando en 300 nm, esta longitud de
onda de excitacion se selecciono con base en el espectro de absorcion de
los complejos de rutenio. Las soluciones que se midieron para la
interaccion de los complejos con adenina se prepararon agregando en
todos los casos 2 mL del complejo de rutenio y diferentes concentraciones
de adenina (Tabla 2) a un matraz aforado de 10 mL dando como

concentraciones finales:
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Matraz Concentracién de Concentracién de
complejo de rutenio adenina
™M) ™M)

1 36x105 | e
1 3.6x105 4.5x105
I 3.6x10° 9.0x10°
v 3.6x10° 2.7x10+
Vv 3.6x105 4.5x10+4
Vi 3.6x105 6.3x10+

Tabla 2. Concentracién final de complejo de rutenio y adenina empleada en el estudio

de emision.
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