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CAPITULO 1

El uso de complejos inertes de metales de transicion en estudios fundamentales de
procesos que involucran moléculas bioldgicamente relevantes, es un area de gran
interés. Destaca especialmente la quimica relacionada con la interaccién del cis-
[Pt(NHs),Cl,] con polinucleétidos, que se asocia a su actividad antitumoral.*®! Una de
las ventajas mas remarcables que aportan los compuestos de coordinacidn, respecto a
la utilizacién de ligandos libres orgdnicos como agentes antitumorales, se basa en la
posible variacion del nimero de coordinacién, geometria y estado de oxidacion del
metal.”*! Estas variaciones permiten un ajuste mucho mas especifico de la reactividad,
como corresponde al comportamiento tipico de los compuestos de coordinacion. Si
consideramos la quimica del cisplatino, esta claro que la cadena de ADN es el
objetivo/diana principal para la interaccion del compuesto. Esta interaccién causa
modificaciones en las células cancerigenas, bloqueando su proliferacién y resultando
en la apoptosis celular. Destacar que las interacciones con la cadena de ADN/ARN
pueden ser, aparte de por coordinacion cldsica, por intercalacion, por interacciones

débiles o por efectos electrostaticos.!™

El complejo cis-[Pt(NH3),Cl;] es uno de los descubrimientos mas destacables de la
guimica inorganica medicinal, inicialmente estudiado por B. Rosenberg.[G] Su uso como
anticancerigeno esta aceptado en una gran variedad de sistemas desde 1978, y su
mecanismo de accidn estd perfectamente establecido. Cabe destacar que, una vez
dentro de la célula, donde la concentracion de cloruros disminuye drasticamente (100
mM extracelular a 4-10 mM intracelular), se produce la solvélisis del complejo
(Esquema 1.1). Esta acuoespecie es la que interacciona coordinandose de un modo
clasico a la cadena de ADN, pero solamente un porcentaje bajo del complejo inicial
desencadena la actividad como antitumoral. La coordinacién del cisplatino a los
dadores presentes en el ADN, produce una distorsiéon de su estructura secundaria y
bloquea la transcripcién de la cadena y su replicacion, produciendo apoptosis (Figura

1.1).1720
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+ +
HaN_ CI HN, OH, HN_ OH,
/Pt\ P /Pt\ - /pt
HN™ HN Cl HN_ O,
+CI +2CI

Guanina Pt Guanina R

Figura 1.1. Modo de actuacion del complejo cis-[Pt(NH3),Cl,] en su interaccién con la cadena de ADN.™Y
Tal como se puede observar en la Figura 1.1, la coordinacién del cisplatino se produce
por la substitucion de los ligandos H,0 por dos unidades de guanina. Esta preferencia
sobre las otras bases de la cadena de ADN es debida a la formacidn adicional de
enlaces de hidrégeno entre los grupos NH del complejo metdlico y los grupos carbonilo
y fosfato del nucleétido."**! Estudios mas recientes han demostrado gue también es
posible la interaccidon de este complejo con la cadena de ARN. En este caso, se ha
observado que la formacién de la especie cis-[Pt(NHs),(H,0)CI]* es la responsable del
proceso de substitucién sobre la cadena nucleica.™ Puesto gue pequenas variaciones
pueden producir modificaciones notables en la reactividad del compuesto metalico,
este tipo de ajuste ha sido el objetivo de muchos estudios descritos en la

[13,15-17

bibliografia. IEntre ellos, destacar el cambio de selectividad gue se encuentra en

la interaccidon de un andlogo del cisplatino, que muestra una preferencia por la base

adenina.l*®
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Tal como se ha indicado, puesto que sélo un pequefio porcentaje del farmaco
cisplatino genera la actividad antitumoral, el resto de complejo administrado es el
causante de la toxicidad asociada. Esta es debida a interacciones con proteinas u otras
biomoléculas pequeiias, especialmente las que contienen grupos sulfuro.™® El uso de
derivados, como el carboplatino o oxaliplatino,m] se basa precisamente en minimizar
estos efectos secundarios. Como alternativa menos agresiva, se ha iniciado el estudio
respecto a la utilizaciéon de complejos de Pt(IV), que presentan un mecanismo de
accion distinto. A diferencia de los compuestos de Pt(ll), los complejos de Pt(IV) son
octaédricos con una configuracion t2g6 gue los hace mas estables e inertes y, por tanto,
su degradaciéon es menos dominante.®! En cuanto a su mecanismo de accién, la
mayoria de complejos de Pt(IV) se reducen por el ascorbato o la glutationa del
organismo a Pt(ll), y este es el que produce la actividad antitumoral.® En todos los
casos, las variaciones en los ligandos de los complejos de Pt(IV) son los encargados de
modificar la permeabilidad a través de las membranas, ademds de sus potenciales
redox. Estos son los factores que afectan a la penetracién en las células tumorales y a

su reduccion a especies de Pt(ll).

El mecanismo por el cual se producen las interacciones del centro metalico con las
biomoléculas debe, en general, implicar una substitucién activada asociativamente,
para poder influir en la selectividad.!”?Y Para los compuestos de Pt(ll), los ligandos
acuo mas labiles se intercambian por los grupos N-dadores de las bases purinicas
(Figura 1.1).[19'23] Sin embargo, en los acuocomplejos puede existir un equilibrio acido-
base entre especies hidroxo en el medio bioldgico de reaccion a pHs préoximos al
fisiolégico, debido a la polaridad del enlace M-OH,.2*2¢ Esto puede producir una
disminucién de su reactividad por la formacién del ligando OH™ mas fuertemente unido

al metal y afectar, por tanto, a la selectividad de los procesos.m]

Estudios mas recientes, se centran en la identificacion de procesos celulares alterados
en células cancerigenas, responsables del crecimiento del tumor y de su replicacién.
Estos estudios se basan en generar una inhibicion selectiva de enzimas involucradas en

los procesos de metdstasis, por interacciones con el complejo de coordinacion.®? La
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selectividad de estos procesos se puede relacionar con el estado de hipoxia existente

29311 que también permite la distincidn respecto a células

en algunas células tumorales,
saludables, y por tanto con procesos redox de los metales implicados. Ademas, se ha
observado una resistencia de estas células con hipoxia a los tratamientos de
radioterapia y quimioterapia convencionales, lo que hace alin mas interesante el

desarrollo de esta clase de compuestos.

1.1 Antecedentes de los sistemas estudiados

Para los sistemas estudiados en este trabajo, como norma general, se utilizaran
complejos metalicos con esqueletos inertes, y dos posiciones ocupadas por ligandos
acuo, mas labiles, en cis. Se pretende de este modo, favorecer la formacion de
guelatos con moléculas biolégicamente relevantes, y comparar el comportamiento con

el de las especies clasicas de referencia, como el cis-[Pt(NH3)2CI2].[32'34]

El estudio sobre el uso de complejos octaédricos inertes d° se inicié histéricamente con
los complejos de Pt(IV),“S] como se ha indicado. Sin embargo, su reactividad siempre
se ha asociado a la especie resultante de la reduccién a Pt(ll) en el medio biolégico.*>
371 como alternativa, en este trabajo se presenta la utilizacion de complejos inertes
cldsicos con configuracién t2g6, sobre los que se han iniciado estudios
recientemente.*®*! La base del disefio de estos sistemas consiste en un esqueleto
inerte del complejo metalico, que no sea toxico, y con algunas posiciones de
coordinacion mds labiles en cis. Como para el cisplatino, estas posiciones pueden
interaccionar con los grupos dadores de las moléculas bioldgicamente relevantes v,

modificar, de este modo, tanto su morfologia como su reactividad.[*?

Este trabajo se centrard en el estudio de las reacciones de substitucion por moléculas
biolédgicamente relevantes sobre acuocomplejos metdlicos de Co(lll) y Ru(ll).

Actualmente existen varias vias de investigacidén sobre este tipo de compuestos como
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anticancerigenos, puesto que presentan una actividad antitumoral notable y una

toxicidad menor que los compuestos clasicos de Pt(II).[18'43’44]

Compuestos de cobalto

El cobalto es un elemento traza esencial en seres vivos y con un papel crucial en
muchos procesos bioldgicos. La existencia de este metal en el organismo es
normalmente en forma de vitamina B12 (cobalamina).[?’l] Puesto que forma parte de
nuestro organismo, el cuerpo posee un sistema para la eliminaciéon de un exceso de
este metal y, como consecuencia, presentara una toxicidad menor a la mostrada por
otros metales no esenciales, como el platino. Las investigaciones iniciales con
complejos de cobalto con un posible interés biolégico se llevaron a cabo por F.P.

Dwyer en 1952.14!

Los compuestos de cobalto representan, pues, una posible alternativa mas barata y
menos téxica en comparacion con las especies de Pt(l1).1®! Una de las caracteristicas en

47,48] es la

cuanto a reactividad de estos compuestos, observada en varios estudios,[
hidrélisis catalizada de los enlaces fosfodiéster tras las reacciones de substitucidon con
polinucleétidos. Se produce asi, la ruptura de las cadenas de ADN/ARN vy se afecta a su
replicacion. La estabilizacion de especies de Co(lll) en solucién acuosa se ha basado
histéricamente en la utilizacién de complejos inertes con grupos N-dadores, debido a
las caracteristicas del centro metalico. Este tipo de estructuras, generalmente rigidas,
presenta una elevada estabilidad en los medios bioldgicos, evitando asi una posible
liberacion del ligando que genere toxicidad. La modificacion del esqueleto inerte de los

complejos, ademads, permite una modulacién de la reactividad del sistema,*”! que

. .. . .y 1
genera una posible selectividad en la interaccidn con las cadenas de ADN y ARN.550%1
Asi pues, el disefio de estos sistemas se debe considerar cuidadosamente para una

actuacion posterior con los sistemas bioldgicos.

Una de las familias interesantes de este tipo de complejos de cobalto desde un punto
de vista bioldgico, es la de los compuestos de Co(lll) con un esqueleto N-tetradentado

completamente inerte y que ofrezca dos posiciones labiles en cis, como los mostrados
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en la Figura 1.2. Estos compuestos resultan relevantes tanto por sus propiedades como
intercalantes en su interaccion con la cadena de ADN, como por los procesos redox
gue presentan estas especies, debido a la naturaleza del Iigando.[46'52’53] La
modificacion del esqueleto tetradentado puede propiciar, ademads, un ajuste mads
especifico de sus propiedades quimicas. Para algunos complejos similares a los
mostrados en la Figura 1.2, se ha detectado la hidrélisis de enlaces fosfodiéster de las
cadenas de ADN o ARN mencionada.*”’ Ademas, las variaciones en la unidad rigida del
complejo metalico se han llegado a relacionar con un posible reconocimiento quiral de

algunos a-aminoécidos.>*

2+

, —
N = Q—IN/
OMe N
SVAN o N &/,'«H s
MeO OMe

Figura 1.2. Complejos de Co(lll) con un esqueleto tetradentado inerte usados como agentes
antitumorales.

Por otro lado, algunos compuestos de cobalto, como los representados en Figura 1.3,
han mostrado una actividad relacionada con la inhibicién de ciertas enzimas
involucradas en procesos de metastasis, tal como se ha indicado anteriormente. Este
grupo de compuestos también tiene una estructura formada por ligandos N-
tetradentados aunque no macrociclica. En este caso las propiedades que les hacen
interesantes se basan en la liberacidon del ligando mas labil coordinado al centro de
Co(lll), que es el responsable de la inhibicidn de las moléculas diana involucradas en los
procesos de proliferacién.[zg'ssl El mecanismo de actuacién de la mayoria de estos
compuestos es via una reduccion del centro de Co(lll), convirtiéndolo en un centro mas
labil de Co(ll), que libera la molécula biolégicamente activa dentro de las células
tumorales.>®® La efectividad mas elevada del complejo de Co(lll) respecto al ligando
libre activo, demuestra la importancia del reconocimiento de los sitios diana por parte

. 1 7
de estos cobaltocomplejos estables. 183056571



CAPITULO 1

Figura 1.3. Complejos de Co(lll) con un esqueleto tetradentado inerte usados como agentes
antitumorales activados via redox.

Otra familia de complejos de cobalto con resultados prometedores como agentes
antitumorales in vitro, son los formados por dos ligandos bidentados como la bipiridina
o la fenantrolina, y con dos posiciones mas labiles en cis.#5% yn aspecto importante a
destacar de estos complejos es la solubilidad que presentan en agua. Estos
compuestos muestran una interaccién directa con la cadena de ADN/ARN,
produciendo una modificaciéon tal en el sistema que acaba dando la apoptosis
celular.®™ Estas interacciones no son por coordinacién clasica sino por m-stacking,
debida a la intercalacion de los anillos aromaticos de bipiridina y fenantrolina con las
bases de la cadena de ADN. Las interacciones formadas son por enlace de hidrégeno y
de van der Waals, ademas existen también interacciones electrostaticas con los grupos

fosfato de los 4cidos nucleicos.>®%%%

En resumen, los complejos de Co(lll) tienen potencial para ser una buena alternativa a
los complejos de platino actualmente utilizados como agentes anticancerigenos. Estas
especies presentan, sin embargo, una serie de inconvenientes debidos a la quimica de
coordinacion propia de este metal. Por un lado, los compuestos tienen una reactividad
mas baja debido a la configuracion electrdnica del centro de Co(lll), y la elevada carga
de las especies dificulta su permeabilidad a través de las membranas celulares. Por
otro lado, el mecanismo por el que transcurren sus reacciones de substitucion estd
activado disociativamente, a diferencia de los sistemas plano-cuadrados de Pt(II),[2°'21]

y por tanto resultan menos selectivos en su interacciéon con las moléculas

biolédgicamente relevantes.
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Compuestos de rutenio

En las ultimas décadas, ha existido un aumento importante en estudios realizados con
complejos de rutenio en cuanto a sus aplicaciones médicas, debido a su menor
toxicidad.'® Se han encontrado una gran variedad de complejos de rutenio con una
prometedora actividad antitumoral, y con un modo de actuacion distinto al observado
para el cis-[Pt(NH3)2CI2].[65’66] Los compuestos de rutenio, en general, no sdlo
interaccionan con el ADN/ARN de forma covalente o por intercalacion, sino que
también lo hacen con algunas proteinas, dada la similitud del centro metalico con el
hierro. La interferencia con el metabolismo del Fe(lll) se ha presentado como una

posible explicacion para su capacidad como agente antitumoral.[®¢7!

La investigacidn sobre la actividad bioldgica de los compuestos de rutenio se inicid
alrededor de 1980, con posterioridad a los compuestos de pIatino,[45] y con unos
resultados muy satisfactorios./%¢®! Algunos compuestos de rutenio presentan una
actividad antitumoral para varios tipos de lineas in vivo y con una toxicidad menor a la
mostrada para el cisplatino in vitro."® Entre estos compuestos, cabe destacar el NAMI-
A y KP1019 (Figura 1.4), que actualmente se encuentran en fase | de ensayos

clinicos.!#67/6

Desde un punto de vista fundamental, el mecanismo de actuacion concreto de estos
complejos de rutenio no ha sido todavia determinado. Sin embargo, se sabe que existe
una formacion de aductos entre estos compuestos y la cadena del ADN, ! y con una
posible reduccién a complejos de Ru(ll) (Esquema 1.2).7%"Y Los complejos de Ru(lll),
igual que los de Pt(lV), pueden ser reducidos por reductores biolégicos asequibles
como el ascorbato o la glutationa en condiciones fisioldgicas, pero manteniendo la
conformacion octaédrica tras reducirse a Ru(II).[67] Como para los complejos de Pt(ll),
las especies reducidas de Ru(ll) se pueden coordinar a biomoléculas que contienen
grupos sulfuro al aumentar su caracter blando. En este sentido, el ambiente de hipoxia
de algunas células tumorales favorece, tal como se ha indicado, la reduccion del metal

y su posterior reactividad. Efectivamente, en varios estudios se ha observado un

10



CAPITULO 1

incremento de la formacién de aductos Ru(ll)-ADN cuando la presién parcial de O, es

baja, indicando un mayor porcentaje de especie reducida, y una mejora en la

. .. 72,73
citotoxicidad del compuesto.[ /73]
0\// ) i
T H HN\N/ 7@ NH
Cliy, | .l /g\NH I
‘Ru’ S Clyy,, WCl
\ an W\
CI/ ’L Cl CI/R’U\CI
7z \NH /N\NH
NAMI-A
KP1019

Figura 1.4. Complejos de Ru(lll) usados como agentes antitumorales en fase | de ensayos clinicos.

P . Membrana
"7~ celular

Ru(lll) e - Ru(l) —2_

s Reduccion ¢
:‘ Ru(ll) »
Reduccion Interaccién
con ADN
Rugy <

Acuatizacion

Interaccién con proteinas como
albumina y transferrina

Esquema 1.2. Modo de actuacion propuesto de los complejos de Ru(lll) en la interaccién con la cadena
de ADN.

Otra alternativa en el modo de acciéon de los compuestos de Ru(ll) como agentes
anticancerigenos, también vdlida para los compuestos de Co(lll) anteriores, es la
liberacion de una molécula activa coordinada en las posiciones mas labiles de este
metal en el sitio diana. En una gran variedad de estudios, este tipo de complejos esta
I.[5,64,74,75]

constituido por un esqueleto inerte, formado por ligandos quelantes polipiridi

La liberacion de las moléculas activas estd muchas veces activada
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fotoquimica mente,’®””)

produciéndose posteriormente la interaccidn con la cadena de
ADN.8%% | 5 terapia fotodindmica representa, pues, una forma selectiva en el modo
de actuacion de estos compuestos como agentes antitumorales.” Un ejemplo de este
tipo de complejos lo forman los que se muestran en la Figura 1.5.7471 |5 especie que
aparece a la derecha presenta las caracteristicas mas favorables, puesto que las

propiedades de los ligandos como intercalantes son mejores. Ademas para este

compuesto, se ha observado una buena interaccidon con el ARN, lo que amplia el

[75]

margen de estudio con otras bases nitrogenadas.

2+

Z (6]
N° eon

N ///“'Rl “\\\\N =N
U‘N ~
| L=
N

Figura 1.5. Complejos de Ru(ll) con propiedades fotoquimicas e intercalantes propuestos para el uso
como agentes antitumorales.

En resumen, los compuestos de rutenio parecen una alternativa prometedora en vista
de las propiedades antitumorales menos todxicas, ya observadas para diferentes
especies como el NAMI-A y KP1019.%7%9 Estos complejos, ademds, presentan
ventajas respecto a los compuestos de otros metales, puesto que la carga del metal se
asemeja a la del platino y los mecanismos de substitucion estan generalmente

activados asociativamente,[81'82]

propiciando una selectividad frente a las moléculas
biolédgicamente activas. Por otro lado, el paralelismo con los centros de hierro, puede

favorecer la eliminacién de rutenio en exceso del organismo.

1.2 Importancia de la substitucion en sistemas biolégicos

En vista de lo expuesto hasta ahora, estd claro que el estudio del mecanismo a través

del cual transcurren las interacciones de los complejos metdlicos con biomoléculas,
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puede ayudarnos a entender y a disefiar nuevas especies con una reactividad
especifica. Los procesos de substitucion que involucran centros metalicos deberdn ser
lo suficientemente lentos para asegurar el mantenimiento de la molécula activa, y de
este modo interaccionar con la molécula diana, o bien mantener la interaccidén una vez
formada.®! Esto justifica la necesidad de llevar a cabo un estudio previo respecto a la
especiacion y estabilidad de los complejos, que se esperan biolégicamente activos, en
los medios relevantes.® En este sentido, puesto que los compuestos propuestos para
el estudio en esta memoria son diacuoespecies en solucidn, debera considerarse los
posibles procesos de polimerizacién con puentes OH™ en el medio de reaccidn, tal
como se ha observado para compuestos similares.?*% En general, para el estudio
de substitucion que se pretende realizar, es preciso disefiar sistemas que eviten la
formacién de estas especies poliméricas, puesto que suelen ser menos reactivas, en
algunos casos convirtiéndose en especies totalmente inertes.’®® E| comportamiento en
solucién en un medio similar al biolégico es un punto clave a considerar, a pesar de

hacer necesariamente algunas simplificaciones.

Resumiendo, la estabilidad que presentan los compuestos en solucidon acuosa es un
aspecto vital en la eleccidén de estas especies.ml En este sentido, por ejemplo, estudios
realizados sobre el compuesto de rutenio NAMI-A,”% han indicado que es necesaria
una acuatizacién previa del complejo, tal como ocurre para los compuestos de Pt(ll),
donde esta etapa se establece como crucial para la formacién de la especie activa. El
estudio detallado de estos procesos permite evaluar el modo de interaccion de las
acuoespecies generadas con las cadenas de ADN/ARN y con otras moléculas diana en
el medio bioldgico. Ademas, algunos estudios realizados variando los substituyentes
del complejo, han generado diferencias en la estabilizacion, acuatizacion y el modo de
interaccion con las moléculas biolégicamente relevantes, asi como el potencial redox y

la citotoxicidad.®®

Estd claro, por todo lo expuesto, que para la determinacidn de los mecanismos a través
de los cuales transcurren las interacciones de los compuestos de coordinacién con las

biomoléculas, es importante llevar a cabo un estudio muy detallado y exhaustivo de
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los procesos de substitucion.”! De este modo, se pueden averiguar y ajustar los
distintos factores que afectan al transcurso de las reacciones, y mejorar la selectividad

15,2 -92 . . .
(152889921 yna manera simple de realizar este estudio, es

de estos complejos.
introduciendo pequeiias variaciones en el esqueleto inerte, hasta conseguir la mejora
deseada.®® Una buena cantidad de esta clase de estudios, estdn basados en la quimica
del cisplatino y sus derivados,'*® determinando las vias por las cuales transcurren los
procesos que le proporcionan su actividad biolc')gica.[17’94] Como ya se ha mencionado,
para la determinacion de este mecanismo es necesario llevar a cabo algunas
simplificaciones. Entre ellas, se encuentra el estudio cinético de reacciones de
substitucién con nucleétidos simples de ADN o ARN, lo que permite la simulacidn de la
interaccion que tiene lugar cuando se coordina de manera covalente a las cadenas de

polinucleétidos.*2*!

1.3 Objetivos

Con los antecedentes presentados, en este trabajo se pretende realizar un estudio
cinético-mecanistico de reacciones de substitucidon sobre compuestos de Co(lll) y Ru(ll)
con distintos nucledtidos y nucledsidos. Las estructuras elegidas para los compuestos

son similares a las indicadas en las Figuras 1.2, 1.3y 1.5.

Los estudios se llevardn a cabo en un medio con un pH alrededor del fisiolégico para

aproximarse a condiciones relevantes respecto a su reactividad in vivo.

En detalle, los principales objetivos de esta memoria seran:

v" Completar el estudio cinético-mecanistico de substitucion, ya existente a pH <
4, de las especies de cobalto cis-[Co(cyclen)(H,0),]** y [Co(tren)(H,0),]** con
diferentes nucledtidos y nucledsidos a pHs cercanos al fisioldgico en solucién

acuosa.

14
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v Incluir modificaciones sobre los ligandos tetradentados cyclen y tren, y realizar

un estudio de substitucion y comparacién con los andlogos anteriores.

v" Ampliar este estudio de reacciones de substitucién con complejos de Ru(ll) con

un esqueleto inerte similar (N)4 en las mismas condiciones.
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CAPITULO 2

En este Capitulo se trataran los fundamentos tedricos relacionados con los procesos
cinéticos que se estudiaran en la memoria. En primer lugar, se presentaran los
aspectos generales sobre la teoria clasica de las reacciones de substitucién, y los tipos
de mecanismos intimos por los cuales transcurren. Posteriormente, se tratardn con
mas detalle los aspectos cinético-mecanisticos que intervienen en las reacciones,
desde como se determinan los pardmetros cinéticos y de activacidn, hasta como éstos

se asocian a los diferentes tipos de reactividad.

2.1 Reacciones de substitucion

Las reacciones de substitucion se definen como el intercambio de ligandos
coordinados al metal por otros del medio de reaccién, sin alterar el estado de
oxidacién ni el niumero de coordinacién del ion central (Esquema 2.1). En general, el

sistema se simplifica cuando es un solo ligando el que se intercambia en el proceso.m]

{MIX+Y — {M}Y +X

Esquema 2.1. Representacion simplificada de una reaccién de substitucion.

El intercambio de estos ligandos en disolucidn se puede producir de dos maneras: por
reaccién directa sin intervencién del disolvente (Esquema 2.2, parte superior), o por
una combinaciéon con solvdlisis del sistema (Esquema 2.2, parte inferior).m] En el
estudio que se presenta en esta memoria, los procesos de substitucion estan
centrados en sistemas octaédricos y con una reactividad mas simple, puesto que los
ligandos a substituir son el propio disolvente, es decir, se trata de procesos inversos a

la solvdlisis en agua.

ML,(H,O) + X + Y

Esquema 2.2. Substitucion simple sin la intervencidn del disolvente (parte superior) y substitucion por
combinacién con solvélisis (parte inferior).
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Asi pues, los valores que presentan las constantes cinéticas de los procesos de
substitucion se pueden relacionar con los que corresponden al intercambio de

disolvente.[?+%®

En este sentido, las constantes de velocidad del intercambio de
moléculas de agua en la esfera de coordinacion de diferentes iones metalicos presenta
un amplio registro de valores, que va desde las que corresponden a acuocomplejos
muy labiles de Co(ll) con k = 10° s, hasta las de complejos pentaaminados mas inertes
de Co(lll) con constantes cinéticas del orden de 10° s™. Cuando estas constantes se
comparan con las de otros iones metdlicos, como por ejemplo Ru(ll), también utilizado
en este trabajo, el intercambio con el disolvente presenta unos valores intermedios de
la velocidad, alrededor de 107 s .9 Est4 claro que, a pesar de que el ion Ru(ll) tiene

la misma configuracion inerte que el Co(lll), su reactividad es cuatro ordenes de

magnitud superior en cuanto a la velocidad.

Las reacciones de substitucién tienen lugar estequiométricamente por unos
mecanismos que se clasifican segln si es posible detectar, o no, un intermedio de
reaccion. En la Figura 2.1 se representan los dos casos generales de substitucion.
Cuando la reaccién transcurre a través de un intermedio verdadero, se encuentran dos
casos extremos: asociativo (A) y disociativo (D) (Figura 2.1a). Por otro lado, cuando no

existen especies intermedias, el mecanismo se denomina de intercambio (I) (Figura

2. 1b) ) [20,21,96,100]

a) b)
M3} X+Y M} Y +X
c{sv}--{MJr}x gY}{M}T-X Yo {M}X
{M}+X+Y
3 6 {M}XY 3
=15} =)
p- —
2 2
m m
{M}IX+Y
{MIX+Y
M}Y+X
{M}Y+X My
Coordenada de reaccion Coordenada de reaccion

Figura 2.1. a) Diagrama energético de un mecanismo A o D. b) Diagrama energético de un mecanismo I.
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En resumen, los tres tipos de mecanismos estequiométricos para las reacciones de

substitucidn se caracterizan por:

Disociativo (D): En este mecanismo se produce inicialmente la ruptura total del enlace
entre el metal y el ligando saliente. Se forma un intermedio con un nimero de
coordinacion inferior al complejo inicial. La etapa determinante de la velocidad
corresponde a la disociacion del ligando saliente, y es la que presenta una mayor
energia de activaciéon. En estos procesos la velocidad de reaccién depende

principalmente del ligando que se substituye.

Asociativo (A): En este mecanismo la etapa limitante y de mayor energia es la formacion
del nuevo enlace con el ligando entrante. En este caso el intermedio formado tiene un
numero de coordinacion superior al complejo inicial. En estas condiciones, tanto las
caracteristicas del ligando entrante como saliente (como parte del entorno del ion

metadlico) modifican de manera significativa la velocidad de reaccion.

Intercambio (1): En el mecanismo de intercambio no existen especies intermedias en el
medio de reaccion. La entrada del nuevo ligando y la ruptura del enlace entre el metal
y el ligando saliente, tienen lugar de manera simultanea. En este ultimo mecanismo
puede realizarse una subdivision (I, o lg), segun el grado de coordinacion-
descoordinacién que presenten los ligandos entrante y saliente en el estado de
transicion. Como consecuencia, se crea una nueva clasificacion, denominada de
mecanismo intimo, donde la activacidon puede ser asociativa o disociativa segun la
importancia relativa de la ruptura o formacién de enlaces en la etapa limitante del

proceso.

En términos generales, para complejos octaédricos muchas de las reacciones estan
activadas disociativamente, especialmente para centros de Co(lll), y para los
compuestos plano-cuadrados la activacidon asociativa es dominante, a excepcién de
ciertos complejos organometélicos.[%'ml] Cabe destacar, sin embargo, que algunos

sistemas octaédricos estan activados asociativamente, tipicamente para metales de
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transicion voluminosos (segunda y tercera serie) o con un numero de electrones d

pequefo.

En la Figura 2.2 se muestran esquematicamente los posibles mecanismos intimos para
las reacciones de substituciéon, observandose la gradacion citada en cuanto a la
activacion.?>*! E| circulo grande representa la esfera de coordinacion del metal y los
circulos pequefios, son los ligandos entrantes y salientes del sistema. Cuando los
intermedios son identificables en la reaccién, los mecanismos existentes son los
mostrados en los extremos de la Figura (disociativo (D) o asociativo (A)), mientras que
si el intercambio es sincrénico, el mecanismo es denominado de intercambio (I).[m]
Esto raramente sucede y se encuentran situaciones intermedias como I, o Iy donde
alguno de los procesos de formacién o ruptura de enlaces es mas favorable. La
distincién entre los tipos de mecanismos I, y A, o por otro lado, Iy y D, es un proceso
complejo, muchas veces dictado por técnicas espectroscépicas que permitan la

deteccion de especies intermedias en el medio de reaccion. 202100

D I A

O
o

V4
V4

7 e

Figura 2.2. Representacion esquematica de los diferentes mecanismos de substitucion.

Dindamica en solucién

Antes de proceder al estudio detallado de la cinética de los procesos, debe
considerarse la dindmica en solucion de las especies, es decir, la solvatacion y
formacion de complejos de esfera externa previos a la reaccidon de substitucion. La
presencia de los agregados de esfera externa fue propuesta por primera vez por A.
Werner en 1913.2% Estos se pueden identificar por varias técnicas que incluyen la

espectroscopia UV-Vis o de RMN, entre otras. El proceso de formacién de estas
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especies se representa en el Esquema 2.3 en forma del denominado mecanismo de

(20203) &y g gue se definen dos etapas de reaccion. En la primera etapa

Eigen-Wilkins,
existe una pre-asociacion de los reactivos (complejo de esfera externa) en un proceso
de equilibrio rapido, el cual produce una esfera de solvatacién que incluye las dos
especies reactivas. La formacidn de estos agregados de esfera externa es
especialmente favorable cuando mayor es la diferencia entre las cargas de los
reactivos. La segunda etapa es propiamente el proceso quimico, y es donde tiene lugar
la substitucion en nuestro caso. Cabe destacar que, la formacion de estos agregados de
esfera externa puede producir especies no reactivas, debido a una mala orientacion, y

por tanto, afectar a la posterior reactividad de los compuestos.”’1%%

L 1
“ ., “ Lo, “‘ sRREEEy,
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Esquema 2.3. Representacion de la reactividad via formacion de complejos de esfera externa.
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De la situacion representada en el Esquema 2.3, se deriva una ley de velocidad como la

indicada en la Ecuacién 2.1.%%

kKos[B] Ecuacidn 2.1
-d[A]/ dt = ————— [A]
1+ KoslB]

Cuando el valor de Kps[B] > 1, es decir, todos los reactivos se encuentran en forma de
complejo de esfera externa, entonces la Ecuacion anterior queda simplificada a una

expresion de primer orden:
-d[A]/dt = K[A] Ecuacion 2.2

La constante de equilibrio de formacion del complejo precursor de esfera externa, Kos,
se puede estimar mediante la ecuacién de Fuoss-Eigen (Ecuacion 2.3).110%105:1081 o
partir de la termodinamica estadistica y leyes cinéticas, esta Ecuacion toma en

consideracion tanto el tamafio, como la carga de los reactivos implicados en la
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reaccidon. De manera sencilla, puede resumirse que los reactivos de gran tamafio y con

cargas opuestas interaccionaran mas que los reactivos de menor tamano e igual carga.

2

4 3 i - ZaZBE
Kos = : na”Na exp(-V/RT) v 4nca Ecuacion 2.3

a = distancia minima entre especies

Como se puede observar en la expresion anterior, el valor de Kos sdlo depende de la
carga y de la proximidad entre las especies. A modo de ejemplo, se puede estimar un
valor de 14 M para las interacciones entre dos reactivos con cargas (+2) y (-2)
respectivamente, o de alrededor de 0.15 M™ si se involucra un catién y una especie
neutra.”” De todos modos, también se aprecia un incremento notable de la constante
de formacion del complejo de esfera externa cuando en el sistema hay involucradas
interacciones por enlace de hidrégeno.[107‘108] Se han encontrado valores alrededor de
60 M™ para la interaccién entre una especie neutra y una catidnica en presencia de
posibles enlaces de hidrégeno, lo que no estd de acuerdo con la ecuacién de Fuoss-

Eigen anteriormente descrita.!%%

Mecanismo de base conjugada

El mecanismo de base conjugada representa un aspecto muy importante a tratar en
nuestro estudio. Este mecanismo produce una aceleracion muy notable de los
procesos de substitucién en medio bdsico y, especialmente en presencia de aminas
desprotonables en el complejo metalico.’®™ El mecanismo fue propuesto por primera

vez en 1937 por F. Garrick,!

y se ha desarrollado hasta fechas mads recientes
mediante calculos teéricos.*®*11? para qgue tenga lugar este proceso, en general, es
necesaria la existencia de al menos un grupo del tipo NHR, coordinado al metal, y
resulta especialmente relevante para sistemas activados disociativamente. Destacan
entre ellos los sistemas de Co(lll) y Ru(lll), donde ademas se ve incrementada la
disociatividad del proceso. En el Esquema 2.4 se indica un ejemplo de este tipo de

procesos para un compuesto aminado de Co(lll), donde, ademas, se representan las

especies involucradas. En este Esquema se puede apreciar inicialmente como el grupo
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OH" actua como base, captando uno de los protones de la amina. El complejo
desprotonado formado, denominado base conjugada, incrementa su disociatividad por
induccion del ligando amiduro sobre uno de los ligandos mas labiles. Posteriormente
se produce la entrada rdpida final de un ligando acuo sobre el intermedio formado con
geometria de bipiramide trigonal, quedando como ligando hidréxido en el complejo

final al protonar al grupo amina.

K
[COo(NH3)sClI2* + OH" <= [Co(NH3),NH,CI]* + H,0

[Co(NH3)NH;CIT* “> [Co(NHg),NH,I2* + CF

[Co(NH3)4NH,J?* + H,O == [Co(NH3)sOHJ?*

34+
NH,
NH,
H,0 Co
. +Qa-
NH,
NH,
NH,

Esquema 2.4. Representacion del proceso de acuatizacién por un mecanismo de base conjugada para un

complejo pentaaminado de Co(III).[wO]

Las constantes de velocidad asociadas a sistemas que presentan este mecanismo
pueden llegar a aumentar hasta en un factor de 10® respecto al proceso original,
dependiendo de la concentracién de OH™ del medio de reaccion."®! Estos procesos se
observan generalmente para los cationes metalicos de la primera serie de transicién, al
ser mas pequefios y mas polarizantes, permitiendo una mejor desprotonacién de los
ligandos amina, si se compara con los metales de la segunda serie de transicion.™% En

este sentido, otro factor determinante para que se produzca este tipo de mecanismo,

es la existencia de grupos amina facilmente desprotonables.
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2.2 Aspectos cinético-mecanisticos

Aspectos cinéticos

Generalmente la informacion cinética que se obtiene de una reaccion proviene de la

2L1018] Eota ley esta asociada a un mecanismo

ley de velocidad experimental.[
estequiométrico de reaccidn que se define como una secuencia de etapas elementales
que conducen desde los reactivos a los productos. Actualmente existen programas de
calculo para determinar estas velocidades de reaccién, donde incluso se estima el
numero de las posibles especies que aparecen en el sistema.**!®! | 3 velocidad esta
definida como el cambio de la concentracion con el tiempo de uno de los reactivos o
productos, y depende, generalmente, de la temperatura, presién y composicién del
sistema. La expresidon de la velocidad de una reaccion general A + B — C, es la que se
indica en la Ecuacion 2.4.

_ b
v =k [AP[B] Ecuacién 2.4

Los valores de a y b determinan el orden de la reaccién, es decir, si a = 1, la reaccion es
de primer orden respecto a A. Para reacciones de segundo orden se encuentran dos
posibilidades: cuando a =1y b =1, o cuando a = 2. Finalmente, cuando a = 0, la
reaccion es de orden cero respecto a A y la velocidad no muestra dependencia con la
concentracién de esta especie, como se vera mas adelante.”®*°Y El modo en que varia
la concentracion de A con el tiempo viene determinado por el orden de reaccién
respecto a esta especie, como se indica en la Ecuacién 2.5, donde ademads se detallan

tres situaciones posibles.

-d[A] / dt = k [A]?

Sia=0: Sia=1: Sia=2:
-d[A]/ dt = k -d[A]/ dt = k [A] -d[A] / dt = k [A]?
[Al; = [Alo -kt In[A]; = In[A], -kt 1/[A]; = 1/[A]o + kt

Ecuacion 2.5

26



CAPITULO 2

El tipo de reaccidn habitual que se considerara en este trabajo es una reaccion de
primer orden en dos reactivos, con una ley de velocidad: v = k[A][B]. Para facilitar el
tratamiento de los datos, se utilizard un gran exceso de uno de los reactivos
(tipicamente [B]o > [A]o) para obtener condiciones de pseudo-primer orden.?®1%U gpy

este caso, la concentracién de [B], en exceso, no variara sustancialmente durante la

reaccion ([B] = [Blo), v la expresidon de la velocidad observada quedara simplificada a:

v =K [A][B] = (K[BJo)IA] = Kops[A] = -d[A}/dt Ecuacién 2.6

La expresion de la constante cinética observada, ks, puede tomar diversas formas. Si
se tienen en cuenta los procesos de asociacion de especies precursoras mencionados
anteriormente, la Ecuacidn 2.7 representa la situacién general, con B como reactivo en

exceso. [20,21,103]

Kos Kon
A+B == {AB} ==

Koft

k.-Kns[B
Kobs = oros 2 + Kot Ecuacién 2.7
1+ Kosl[Blo :

La constante ko, corresponde al proceso de avance desde los reactivos hasta los
productos y el término ko representa la reaccién inversa al proceso estudiado para

sistemas de equilibrio.

Frecuentemente se encuentran leyes de velocidad experimentales, que de hecho son
derivadas de la Ecuacion 2.7, con unas caracteristicas especificas para cada sistema
(Figura 2.3). En resumen, existen tres posibilidades comunes directamente

relacionadas con dicha expresién:

a) El proceso corresponde exactamente a un pre-equilibrio rapido de formacion
del complejo de esfera externa, seguido de la propia reaccion quimica de
substitucién. La ley de velocidad es exactamente la mostrada en la Ecuacion 2.7

(Figura 2.3a).[20]
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a)

Kobs

b) La representacion de kops frente a la concentracion de ligando en exceso es

lineal con o sin un valor de ordenada en origen distinto a cero (kof). El
comportamiento lineal tiene lugar cuando el valor asociado a Kos es pequeno y
entonces se puede aproximar (1 + Kos[Blo) = 1 en la Ecuacién 2.7. Asi pues, la
ley de velocidad queda entonces modificada a la expresidén indicada en la

Ecuacion 2.8, donde el valor de ko, se define como kon' = konKos (Figura 2.3b).
kobs = kon’[B]O + koff Ecuacion 2.8

Si existe una acumulacién limitante del complejo de esfera externa, es decir,
Kos[Blo > 1, entonces la expresidon de la Ecuacion 2.7 queda reducida a la
Ecuacion 2.9, donde no se observa dependencia de la kops con la concentracion

de ligando en exceso (Figura 2.3c).

Kobs = Kon + Ko Ecuacién 2.9
b) c)
a %)
[B], B, B,

Figura 2.3. a) Representacion de ks en funcién de [B], segln la Ecuacion 2.7. b) Representacion de ks

en funcion de [B], segun la Ecuacidon 2.8. c) Representacion de kg, en funcion de [B], segun la Ecuacidn

2.9.
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Aspectos termodindmicos de activacion

Una vez establecidos los aspectos cinéticos, el siguiente paso en el estudio es el
andlisis de la termodinamica de los procesos de activacién. De este modo resulta
posible la determinacion del mecanismo intimo de las reacciones de substitucién. En
general estos parametros de activacion se determinan a partir de la dependencia de la
velocidad de reaccion con la temperatura y presion de un sistema determinado. A
partir del estudio de estos parametros es posible asignar los diferentes tipos de

mecanismos por los que transcurren las reacciones de substitucion.
Efecto de la temperatura

La primera expresion utilizada para cuantificar la dependencia de la constante de
velocidad de una reaccién quimica con la temperatura fue propuesta por S. Arrhenius
en 1889 (Ecuacién 2.10).[116] En esta expresion el valor de E, corresponde a la energia
necesaria para alcanzar un estado en que la reaccién tenga lugar, R es la constante de
los gases y A es un factor preexponencial. Estrictamente, esta Ecuacion se puede
aplicar Unicamente en fase gaseosa y esta basada en la observacién empirica de que la
velocidad de una reaccién aumenta de una forma exponencial al incrementar la

temperatura.
k= Aexp (-E5/RT) Ecuacion 2.10

Para el estudio que se realizara en este trabajo, se utilizara el modelo del estado de
transicion desarrollado con posterioridad por S. Glasstone, J.K. Laidler y H.

[117.118] Eny el Esquema 2.5 se representa una reaccion genérica entre dos

Eyring.
reactivos A y B para llegar a los productos pasando por una especie {AB}i (complejo
activado) en el estado de transicidn. La ley de velocidad que resulta de esta reaccién
tiene la expresién mostrada en la Ecuacién 2.11.2%9%% | 3 constante de velocidad k se
puede expresar mediante mecdnica estadistica, siendo ky, la constante de Boltzmany h

la constante de Planck.
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K* k
A+B /——> {AB}} —> productos
¥
o+ - [ABY]
[Al[B]
Esquema 2.5. Reaccidon entre A y B en equilibrio con el complejo activado {AB}t que conduce hasta los
productos.
t Ecuacion 2.11
v = K[{ABY] _ _keTKT
h

La energia libre de activacion, AGi, relaciona la constante de velocidad con los
pardmetros termodinamicos de activacion gracias a la constante de equilibrio K, tal

como se expresa en la Ecuacién 2.12.
AG* = -RT Ink* = AH* - TAS* Ecuacién 2.12

A partir de la Ecuacién 2.12 y tras desarrollar las correspondientes expresiones, se

).[119] La representacion de In(k/T) frente a

obtiene la Ecuacidon 2.13 (ecuacién de Eyring
la inversa de la temperatura es una linea recta con pendiente -AH*/R y ordenada en
origen {In(kb/h)+AS¢/R}, lo que permite la determinacién simultanea de los parametros
de activacion térmica AH* y AS*. Estos parametros son la entalpia y entropia de
activacion respectivamente, y se emplean ampliamente para la discusion de los

mecanismos de las reacciones en disolucién.!?!

In<£>_|n<&> LASY AHF 1 Ecuacién 2.13
T/ \n/ R R T

Los valores de AH* son siempre positivos y se asocian, en el caso de reacciones de
substitucién, a la energia necesaria para romper o formar el enlace en la etapa
determinante de la velocidad; estos valores son mayores para mecanismos activados
disociativamente. Los valores de entropia de activacién dependen del tipo de
mecanismo que actua durante el proceso. De un modo simplificado, en una reaccién

de substitucién, estos valores son positivos para los mecanismos activados
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disociativamente (D o lg), puesto que aumenta el desorden; mientras que son
negativos para procesos activados asociativamente (A o l,), donde disminuye el

21 .
21 No obstante, los factores solvatacionales

desorden en el estado de transicion.
pueden dominar los resultados obtenidos en cuanto a AS*. Cuando se trabaja con
especies idnicas, éstas ejercen fuerzas electrostaticas de atraccién muy fuertes sobre
las moléculas de disolvente adyacentes, especialmente si el medio es polar, vy
producen una variacion importante de la ordenacién del disolvente implicado en la
solvatacion al pasar al estado de transicion. Este efecto se conoce como
electrostriccion.*?? Asi pues, el valor de la entropia de activacién constard de dos
términos: un término intrinseco (ASinti), qgue representa el cambio entrépico causado
por la variacion de los dngulos y longitudes de enlace, y un término de electrostriccién
(ASe|ec¢), asociado a los cambios en la entropia debidos a la electrostriccidon que actua
sobre las moléculas de disolvente que envuelven las especies durante el proceso de
activacion.*?! se pueden encontrar situaciones diversas a partir de la definicién de
estos términos, con AsemclF < 0 debido a una separacién de cargas en un medio polar, a
pesar de que el valor de ASin' > 0. Otro factor también importante que influye en la
determinacién del pardmetro AS*, es la formacion de enlaces por puente de hidrégeno
en el estado de transicion. Para una gran variedad de sistemas, se ha observado una
disminucién muy notable en el valor de AS* en procesos que involucran este tipo de

interacciones. 108122123

Efecto de la presién

El efecto de la presidn sobre la constante cinética k se puede expresar mediante la
ecuacion empirica mostrada en la Ecuacidn 2.14. A partir de esta expresion es posible

determinar el valor del volumen de activacion, AVF 8]

(dink / dP)y = - AV* | RT Ecuacidn 2.14

Ink = Inkg + P

RT
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Este pardmetro representa la variacidn del volumen molar parcial cuando los reactivos
se convierten en el complejo activado en el estado de transicion, de acuerdo con el

124-12 . .y .
2.5.! ®f A presiones elevadas esta ecuacion no se ajusta al

Esquema
comportamiento real, pero si se opera a las presiones hidrostaticas de trabajo usuales
(1-2000 atm), si que describe correctamente la mayoria de reacciones. El volumen de
activacion observado es, una vez mds, la suma de los componentes intrinsecos y de
electrostriccién que se han indicado anteriormente para AS*. En sistemas de
substitucién simples, o donde solamente los efectos de las cargas sean importantes, el
valor de AV debe mostrar una buena correlacién con AS*, con las mismas tendencias
en cuanto a la asignacion de los mecanismos de los procesos. A pesar de estos hechos,
es mucho mas fiable el valor del volumen de activacién, debido al elevado error
experimental intrinseco en la determinacion de la entropia de activacién. La ausencia
de un paralelismo entre AS y AV* es indicativa de gue existen otro tipo de
interacciones que tienen un papel importante en los procesos, como pueden ser los
enlaces de hidrégeno. Cuando se producen este tipo de interacciones, tiene lugar una

ordenacion expansiva de las moléculas de disolvente en el estado de transicién, lo que

implica una disminucion en el valor de la entropia pero con un aumento del volumen.
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CAPITULO 3

Como ya se ha mencionado en la Introduccién (Capitulo 1), el objetivo de nuestro
trabajo es la obtencion de complejos de metales de transicion con dos posiciones
substitucionalmente activas en cis. Esta es la geometria que ha sido ampliamente
aceptada como necesaria, dada la posible formacién de quelatos que estabilizan y

“ para las

favorecen las interacciones con moléculas biolégicamente relevantes.
reacciones de substitucidon cuyo estudio se propone, se han elegido sistemas inertes.
De este modo se puede asegurar un buen transporte en el organismo, y una buena
intercalacién en los casos en que haya posibilidad de interaccion con las cadenas de
ADN/ARN. Por este motivo, una de las configuraciones ideales para el metal es la tng,

que ademas permite una buena monitorizacion por espectroscopia de RMN.

En este estudio se han utilizado metales que aportan ventajas respecto a los complejos
de platino, como son el Co(lll) y el Ru(ll), ambos con configuracion tzg6 de geometria
octaédrica. Los complejos propuestos para el estudio de substituciéon estardan formados
por las dos posiciones substitucionalmente activas citadas y por un esqueleto inerte.
Como punto de partida, este esqueleto inerte lo constituiran los sistemas
tetradentados que se indican en la Figura 3.1, que deberan permanecer como
espectadores en todas las reacciones de substitucion, evitando la liberacién al medio.

\
HoN

j Nz
Ty “r
NH, S NH2 N /NI
X
TPA

tren

ENH ) E j [H] ENHN]
NH HN / \ N N\
cyclen TMC {(u-ET)cyclen} {(Me)o(u-ET)cyclen}

Figura 3.1. Sistemas tetradentados utilizados para la sintesis de los complejos de este trabajo.
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Para los compuestos preparados, las dos posiciones

por ligandos acuo, ya que son las especies solvoliticas en los medios habituales dentro

del organismo. El hecho de tener estos ligandos acuo coordinados al metal crea,

necesariamente, una dependencia con el pH en

estudiadas. Segun el valor de pK, de los acuocomplejos, se pueden encontrar mono- o
bis-hidroxoespecies en solucion. Estas especies pueden acabar formando unidades

diméricas o poliméricas entre los centros metalicos con puentes hidroxo, como ya se

han descrito para compuestos de platino y cobalto,

frente la substitucion.

3.1 Compuestos de Co(lll)

El objetivo es la obtencién de los acuocomplejos de Co(lll) mostrados en la Figura 3.2

[24-26,127]

reactivas en cis se han ocupado

las reacciones de substitucion

con los ligandos tetradentados indicados en la Figura 3.1.

|\
/
(\THZ :
N
~
NHy | ~ou, <—=NTU | OH,
N
NH, y |
[c 3+ \
o(tren)(H,0),]
[Co(TPA)(H,0),13*
A A
\ \
_—N/////.I ,\OH: -—N//,hl ,\OHz
/ (Co / (Co‘
N ‘OHz N l!lH OH,

cis-[Co(TMC)(H,0),1** [Co{(n-ET)cyclen}(H;0),]**

Figura 3.2. Compuestos propuestos para el estudio de la substitucion de los ligandos acuo en sistemas

de Co(lll).

Los diacuocomplejos con unidades {Co (tren)} y {Co

activas en cis no equivalentes.

36

cis-[Co(cyclen)(H,0),]*

N
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N

[Co{(Me),(n-ET)cyclen}(H,0),]%*

2

(TPA)} presentan unas posiciones

Este efecto deberda producir una reactividad

que resultan muy inertes
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diferenciada en la substitucion para los dos ligandos acuo, que afectara también al

valor de pK, de los complejos.

Para la unidad cis-{Co (cyclen)}, el compuesto existe como una mezcla de isémeros

sin/anti, sin/sin y anti/anti para los grupos NH ecuatoriales del ligando macrociclico en
el medio de reaccidén, teniendo como especie mayoritaria el is6mero sin/anti.2#130 p|
modificar el ligando tetradentado con los grupos N parcial o totalmente substituidos,
como los ligandos {(u-ET)cyclen}, {(Me),(u-ET)cyclen} y TMC (Figura 3.1), se obvian
estas formas que pasan a ser forzosamente anti/anti y sin/sin respectivamente.
Ademas, esta substitucidn total del grupo N-dador permite modular el aumento de la

reactividad de estas especies por un mecanismo de base conjugada a pHs cercanos a la

neutralidad.

La sintesis de todos estos compuestos de Co(lll) no tuvo complicaciones y se formaron
los complejos deseados a excepcion de la especie cis-[Co(TMC)(H,0),]*". A pesar de

. . . sas . . 4 131,132
seguir la via sintética descrita para sus analogos,[ 6,55,131,132]

no se consiguio coordinar
el ligando TMC (1,4,7,10-tetrametilcyclen) al metal y las soluciones obtenidas fueron
de Co(ll). Este hecho debe asociarse al impedimento estérico de los grupos metilo del
ligando cuando tiene lugar la incorporacion del centro metdlico en la cavidad del

macrociclo.

3.1.1 Sintesis de los compuestos de Co(lll)

Los complejos de Co(lll) que se han sintetizado en este trabajo son:
[Co(tren)(H20),](ClO4)3, [Co(TPA)(H20),](CF3S0s3)s, cis-[Co(cyclen)(H20),]1(Cl04)s, [Co{(p-
ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)s y [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CFsSO3)s (Figura 3.2). Su
preparacion se ha llevado a cabo segun la metodologia descrita en la
bibliografia,*¢*>3313% tal como se detalla en el Experimental (Capitulo 7). Los
compuestos [Co(TPA)(H,0),](CF3S03)s y [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0Os); han sido

preparados por primera vez en este trabajo.
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La técnica preparativa para estos cobaltocomplejos se basa en las dos vias clasicas para

1351 o complejos  cis-

la  formacién de este tipo de compuestos.
[Co(cyclen)(H,0),](ClO4)s, [Co(tren)(H20),](ClO4)3 y [Co(TPA)(H20),](CF3SOs)s3, se han
obtenido por reaccidon directa de una sal de Co(ll) con el ligando tetradentado
adecuado vy posterior oxidacion del metal. Para los compuestos [Co{(u-
ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)s y [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s, se ha utilizado un

sintén de Co(lll) cuya labilidad estd modulada mediante ligandos relativamente labiles.

A continuacion se detallan las dos vias de sintesis utilizadas.
Complejacion directa

Para este procedimiento se parte de una sal de Co(ll), tipicamente CoCl,-6H-0, vy el
ligando tetradentado adecuado para cada sintesis. El pH se mantiene ligeramente
basico para asegurar la forma desprotonada de las aminas del ligando tetradentado en
el medio de reaccidon. Para la posterior oxidacion del centro metalico, se somete la
muestra a una corriente de aire y se precipita el diclorurocomplejo por la adicién de
HCl concentrado. Se disuelve el compuesto cis-[Co(N)4Cl;]Cl aislado en acido triflico
concentrado, con corriente de N, para eliminar el HClI formado, y se obtiene el
intermedio cis-[Co(N)4(CF3503),]CF3S0;. Este, al disolverse en agua, produce la
substitucién rapida de los ligandos triflato Iabiles por agua, dando el producto final

deseado (Esquema 3.1).

Cl
(6] -
Co' + (N), _2 IColll(N)4l HCI conc. (N)4Co{
pH 7-8 Cl
L Herss0, a0 o .~ o2
(N)4Co" (N)4C°\ — (N)4C0\
~a 2 0S0,CF; OH,

HCI

Esquema 3.1. Preparacién de los complejos de Co(lll) via reaccién directa sal de Co(ll) con el ligando
tetradentado.
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Utilizacion de un sinton de Co(lll)

Para este proceso se parte de una especie relativamente 1abil de Co(lll), en nuestro
caso trans-[Co(py)sCl,]CI o Nas[Co(COs)3]-3H,0, que al reaccionar con el ligando

tetradentado, produce la substitucion directa de los ligandos.

Para el compuesto [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s, se ha utilizado como precursor el
trans-[Co(py)4Cl,]CI que al reaccionar con el ligando (N); forma la especie cis-
[Co(N)4Cl;]Cl. El diacuocomplejo se obtiene finalmente, en este caso, siguiendo las
mismas etapas mostradas en el Esquema 3.1. En el Esquema 3.2 se detallan los pasos
de sintesis para la formacién del compuesto [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s, a
partir del precursor Nas[Co(COs)s]-3H,0. Este reacciona con el ligando tetradentado
para formar el nz-carbonatocomplejo; la simple disolucion de este compuesto en

medio acido nos proporciona la especie deseada.

0

o)
///,,| W pH WO
~Co'l >=O + (N)3 ——  (N),Co" ©
~

o | Yo
0

0

K\ O

HCIO, 1 M WWOH,
(N)4Co'"y >=O T» (N)4CO\OH
2

Esquema 3.2. Preparacion de los complejos de Co(lll) via sintén labil de Co(lll) con el precursor
Na3[C0(C03)3]'3H20.

3.1.2 Caracterizacion de los compuestos de Co(lll)

La caracterizacion de los compuestos de Co(lll) se ha llevado a cabo por espectroscopia
electréonica y de resonancia magnética nuclear. Se han determinado los pK, de las
acuoespecies y, en los casos que ha sido posible, se ha determinado su estructura

cristalina mediante difraccion de rayos-X.
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Espectroscopia UV-Vis

Se ha registrado el espectro electrénico de cada uno de los compuestos de Co(lll) en el
intervalo de 300 a 750 nm en disolucidon acuosa. Para todos ellos se observan dos
bandas correspondientes a las transiciones 1T1g & 1A1g y 1T2g < 1A1g de las especies de
Co(III).[loz] Las medidas se han realizado a una concentracién de HCIO4 0.1 M para
asegurar la existencia Unica de las diacuoespecies. Los valores de Amax Yy Sus
correspondientes coeficientes de extincion (&) se muestran en la Tabla 3.1. En los casos

ya descritos, estos valores se corresponden perfectamente a los de la biinografia.[46'95]

Tabla 3.1. Valores de A,. y de sus coeficientes de extincion (&) de los acuocomplejos de Co(lll)
sintetizados en este trabajo (0.1 M HCIO,).

Especie Amax /nm (£/M 7 em™) Amax /nm (£/M 7 cm)
[Co(tren)(H,0),]** 350 (100) 505 (105)
* [Co(TPA)(H,0),]*" 360 (230) 495 (180)
cis-[Co(cyclen)(H,0),]** 360 (135) 500 (180)
* [Co{(p-ET)cyclen}(H,0),1*" 360 (110) 490 (180)
[Co{(Me),(i-ET)cyclen}(H,0),1** 380 (145) 515 (240)

* Caracterizados por primera vez en este trabajo.

Resonancia magnética nuclear

Para los compuestos de Co(lll) descritos en la bibliografia, cis-[Co(cyclen)(H,0),](ClO4)3,
[Co(tren)(H20),](Cl04)3 y [Cof{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)3, las senales de su

[46,55] y se detallan en el

espectro de RMN de 4 y de 3¢ coinciden con las descritas,
Experimental (Capitulo 7). Cabe destacar que para el complejo cis-[Co(cyclen)(H;0),]*",
se pueden distinguir las geometrias correspondientes a las orientaciones sin/anti de
los grupos NH en posicién ecuatorial del macrociclo en su espectro de RMN de “C.
Para las nuevas especies de Co(lll) sintetizadas en este trabajo, [Co(TPA)(H,0),]** y

[Co{(u—ET)cycIen}(H20)2]3+, el valor de los desplazamientos quimicos (0) y su respectiva

multiplicidad en los espectros de RMN de 'Hy 3C se detallan en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Valores de los desplazamientos quimicos (o) y su multiplicidad de los espectros de RMN de 'H
% Bc para los nuevos complejos de Co(lll) sintetizados en este trabajo.

Especie /Disolvente S /ppm (multiplicidad,{asignacién})
[Co(TPA)(H,0),}** /D,0
3
4 /\\ 2
1
. | ) RMN *H
12’,\, “l‘ on 4.7 (d,2H{6a}); 5.1 (s,2H{12}); 5.2 (d,2H{6b}); 7.2 (d,1H{10}); 7.5
(PSRN 2
o & \N'/fO\OHZ (t,1H{8}); 7.6 (t,2H{2}); 7.7 (d,2H{4}); 7.8 (t, 1H{9}); 8.1 (t,2H{3}); 8.4
o7 o ,N| ) (d, LH{7}); 8.7 (d,2H{1})
a\/ 2
y
Co{(p-ET)cyclen}(H,0),]*" /D,0
[Co{(p-ET)cy HH,0),]™ /D, RMN *H
. 3.0 (m,4H{1a}); 3.4 (m,4H{1b}); 3.6 (m,4H{2a}); 3.7 (s,4H{3}); 4.1
e N\ (m,4H{2b})
OH
2'«3b /N///"(LOIII‘\\ 2
¥ \N(l ‘OH 13
K\//NH RMN °C
57.6{3}; 62.8{2}; 63.2{1}

Determinacion de las constantes de acidez

La determinacion de los valores de pK; de las acuoespecies de Co(lll) preparadas, se ha
realizado tanto por potenciometria como por espectroscopia electrdnica en disolucién
acuosa, tal como se describe en el Experimental (Capitulo 7). El Esquema 3.3 muestra,
de un modo simple, las reacciones que intervienen para todos los diacuocomplejos de
Co(lll) estudiados en este trabajo. En estos experimentos el tiempo de
adicion/equilibrado del valorante es de gran importancia dada la posible contribucién
de equilibrios en soluciéon que llevan a la formacién de especies dimeras de Co(lll).
Estos equilibrios en solucién se estudiardn en mas detalle en capitulos posteriores.
Como procedimiento estandar la adiciéon ha sido rdpida para evitar al maximo la

formacion de estas especies dimeras en el medio de reaccidn.
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m/OH2 PKa ln/OH PKa2 |||/OH
(N)sCo —>  (N),Co +H* — (N)4Co + 2H*
“SOH, SoH, SoH

Esquema 3.3. Equilibrios acido-base para las especies de Co(lll) estudiadas en este trabajo.

En la Figura 3.3 se muestra un ejemplo de valoracion por espectroscopia electrénica; el

114 como se detalla en el

tratamiento de datos se hace mediante el programa SPECFIT,[
Experimental (Capitulo 7). Esta metodologia aporta ventajas respecto a la valoracion
potenciométrica, ya que permite trabajar con concentraciones mas bajas de complejo
metalico y se obtiene una estimacién de los espectros electronicos de las especies

involucradas (Figura 3.3b).

a) b)
0.20 - —— [Co{(w-ET)cyclen}(H,0),I*
[Co{(u-ET)cyclen}(H,0)(OH)I**
200+ [Co{(n-ET)cyclen}(OH),]"
. 0.15-
<
3 150
.©
:;é 0.10-
BS ‘ 100
o
n b
< 0054{0\/ 50
0.00 T T T T T = 0 T : : : T . ;
300 350 400 450 500 550 600 650 300 350 400 450 500 550 600 650
Alnm Alnm

Figura 3.3. a) Valoracién por espectroscopia electrénica de la especie [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),]** a una
concentracién 1x10° M (0.01 M de HCIO4) con NaOH 0.1 M; 25 °C, | = 1 (NaClO,). b) Espectros
electrénicos calculados para las especies involucradas en los equilibrios acido-base para el complejo
[Co{(u-ET)cyclen}(H,0),]>".

Los valores de los pK, para todos los diacuocomplejos sintetizados en este trabajo se
muestran en la Tabla 3.3, y para los compuestos ya descritos se corresponden con los

indicados en la bibliografl'a.[134’136'138]
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Tabla 3.3. Valores de los pK, de los acuocomplejos de Co(lll) preparados en este trabajo.

Especie pPKaa pK,»
[Co(tren)(H,0),]*" 5.5 8.0
* [Co(TPA)(H,0),]*" 3.3 6.8
cis-[Co(cyclen)(H,0),]*" 5.6 8.0
* [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),1*" 5.1 7.4
[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),1** 3.7 7.1

* Caracterizados por primera vez en este trabajo.

Para las especies cis-[Co(cyclen)(H,0),]*", [Cof(u-ET)cyclen}(H,0),1*", v [Co{(Me),(p-
ET)cyclen}(H,0),1*, el diferente grado de substitucion de los grupos amino del ligando
tetradentado esta relacionado con la acidez de los ligandos acuo. Aunque la progresiva
substitucion de los grupos amino conduce a una mayor basicidad de la amina por
efectos inductivos, este factor no parece trasladarse del mismo modo al centro de
Co(lll). En este caso las basicidades de Bronsted y Lewis van en direcciones opuestas,
seguramente por efectos estéricos tal como ya se ha descrito en compuestos

similares.[*3

Para los complejos con ligandos tripodales, [Co(tren)(H,0),]*" y [Co(TPA)(H,0),]**, los
dos ligandos acuo no son equivalentes, por lo que las diferencias entre pK, 1y pK, 2 han
de ser debidas a razonamientos distintos. Para la especie [Co(tren)(H,0),]*", el pKa1
corresponde al ligando acuo en trans a la amina primaria, mientras que para el
complejo [Co(TPA)(H,0),]*, el pK,1 se asocia al ligando acuo en trans al grupo
imina.'****% E| valor de pKa,2 para estos compuestos corresponde al ligando acuo en
trans a la amina terciaria. En este caso el efecto inductivo que producen los
substituyentes de la amina terciaria si que esta en concordancia directa con los hechos
experimentales, proporcionando mas densidad de carga al metal, dando lugar a

especies mas basicas.

43



SINTESIS Y CARACTERIZACION

Estructuras cristalinas

Tal como se ha indicado, para alguno de los compuestos de Co(lll) preparados en este
trabajo, se ha podido realizar la difraccion de rayos-X de monocristal de un modo
satisfactorio. Las estructuras analizadas por este método han sido:
[Co(TPA)(H,0),](CF3SOs)s, [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)3 y [Co{(Me),(p-
ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)s. En los dos primeros casos, se trata de nuevos compuestos,

mientras que la tercera estructura ya estaba descrita en la bibliografia.[46]

[Co(TPA)(H:0):](CF3503)3

Para el nuevo catién [Co(TPA)(H,0),]*" se ha obtenido la estructura de alta resolucién
indicada en la Figura 3.4, donde ademas se resumen las distancias y angulos de enlace
mas importantes. En la Tabla B.1 del Apéndice B se indican todos los parametros
cristalograficos para la estructura del complejo [Co(TPA)(H,0),](CF3SOs)s. Gracias a la
estructura tripodal del ligando tetradentado TPA, se fuerza una disposicién en cis para
los ligandos acuo coordinados al metal. En esta estructura se pueden observar unos
angulos de 92° y 170° entre los grupos dadores del ligando TPA, lo que proporciona
una geometria de coordinacién octaédrica ligeramente distorsionada. Las variaciones
en las distancias Co-O y Co-N de esta molécula, son debidas a la distinta naturaleza de
los grupos amino e imino del ligando tetradentado, lo que diferencia los ligandos acuo
coordinados al metal. La distincidn entre los ligandos acuo del complejo estd asociada,
también, a los valores de las constantes de acidez mencionados anteriormente. El
primer valor de pK, corresponde al ligando acuo en trans a la imina, que se relaciona

con una distancia mas corta para el enlace Co(1)-0(2).
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Distancias (A) y angulos (°) relevantes

Co(1)-N(1)  1.9259(15) Co(1)-0(2) 1.9209(13)

Co(1)-N(2)  1.9230(16) | N(1)-Co(1)-N(2)  85.60(7)

Co(1)-N(3)  1.9145(15) | N(2)-Co(1)-N(3)  88.69(6)

Co(1)-N(4)  1.9289(16) | O(1)-Co(1)-0(2)  88.58(6)

Co(1)-0(1) 1.9470(13) | N(3)-Co(1)-0(2) 176.01(6)

Figura 3.4. Diagrama ORTEP del catién del nuevo complejo [Co(TPA)(H,0),](CFsSOs); y distancias y
angulos de enlace mas relevantes. Los elipsoides indican un 55 % de probabilidad.

[Co{(u-ET)cyclen}(H:0);](CF3503)3

Para el nuevo compuesto [Co{(p-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)3, las distancias y angulos de
enlace para el cation complejo mas relevantes, determinadas por difraccidon de rayos-
X, se resumen en la tabla de la Figura 3.5. Esta estructura es de mas baja resoluciéon
qgue el compuesto anterior, [Co(TPA)(H,0),](CF3SOs)s. En la Tabla B.2 del Apéndice B
aparecen los parametros cristalograficos para esta molécula con geometria de
coordinacion octaédrica. Para este compuesto se fuerza una disposicion en cis de las
dos aguas equivalentes coordinadas al metal por la forma del ligando macrociclico. En
la tabla de la Figura 3.5, se pueden observar unas distancias Co-N mas cortas para los
enlaces Co-N2 y Co-N3, debido a la mayor rigidez que le proporciona la unidad etilen
coordinada a estos grupos amino del ligando tetradentado. Esta disminucion también
afecta al dngulo N2-Co-N3, siendo menor que para el compuesto analogo de cyclen
(90.0° frente a 98.7°). El ligando macrociclico también fuerza un angulo N(1)-Co(1)-N(4)

notablemente inferior a los 180° esperados para una geometria de coordinacién

45



SINTESIS Y CARACTERIZACION

octaédrica, asi como unos angulos mayores a 90° entre los atomos N-Co-O del

complejo de cobalto.

Distancias (A) y angulos (°) relevantes

Co(1)-N(1) 1.953(3) | Co(1)-0(2) 1.901(4)

Co(1)-N(2)  1.904(4) | N(1)-Co(1)-N(4)  169.02(9)

Co(1)-N(3)  1.892(4) | N(2)-Co(1)-N(3)  90.04(8)

Co(1)-N(4)  1.959(4) | O(1)-Co(1)-0O(2) 85.41(9)

Co(1)-0(1)  2.059(5) | N(1)-Co(1)-O(1)  95.55(9)

Figura 3.5. Diagrama ORTEP del catiéon del nuevo complejo [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CFsSO3); vy
distancias y angulos de enlace mas relevantes. Los elipsoides indican un 55 % de probabilidad.

[Co{(Me):(u-ET)cyclen}(H:0):](CF3503)3

El diagrama ORTEP de la estructura cristalina determinada para el cation del complejo
[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)s, ya descrito anteriormente en la bibliografl'a,[46]
se muestra en la Figura 3.6, asi como las distancias y dngulos de enlace mas relevantes.
Esta molécula presenta un cation complejo con los dos ligandos acuo en cis
equivalentes, igual que para el compuesto andlogo anterior, [Co{(p-
ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)s. En la Tabla B.3 del Apéndice B se resumen los pardmetros
cristalograficos para este compuesto, que coinciden con los ya descritos. Para este
compuesto, también se encuentran distancias Co(1)-N(2) y Co(1)-N(3) mas cortas para
los grupos amino coordinados a la unidad etilen. Este ligando macrociclico también
fuerza un angulo de N(1)-Co(1)-N(4) inferior a los 180° esperados, con el consecutivo

aumento de los dngulos N-Co-O, distorsionando ligeramente el octaedro de

coordinacion del centro metalico.
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Distancias (A) y angulos (°) relevantes

Co(1)-N(1)  2.002(2) Co(1)-0(2) 1.974(2)

Co(1)-N(2) 1.914(2) | N(1)-Co(1)-N(2)  84.77(8)

Co(1)-N(3)  1.911(2) | N(1)-Co(1)-N(4) 170.12(9)

Co(1)-N(4) 2.003(2) | O(1)-Co(1)-0(2)  84.82(9)

Co(1)-0(1) 1.940(2) | N(1)-Co(1)-0(1) 98.33(9)

Figura 3.6. Diagrama ORTEP del catién del complejo [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s y distancias
y angulos de enlace mds relevantes. Los elipsoides indican un 55 % de probabilidad.

Comparacion de estructuras cristalinas

La comparaciéon de las estructuras cristalinas presentadas con las de los compuestos
analogos cis-[Co(cyclen)(H,0),](Cl04)3 y [Co(tren)(H,0),](ClO4)s, resulta en distancias y
dngulos de enlace muy similares para los dos tipos de entorno octaédrico./*®°%4!
Todas estas estructuras se obtienen con una geometria cis para los ligandos acuo
coordinados al metal. Para los complejos [Co(tren)(H;0),](ClO4)s vy
[Co(TPA)(H,0),](CF3S0s)s, las diferencias en distancias y angulos provienen de la
distinta naturaleza de los grupos dadores del ligando tetradentado que, ademas,
inducen a una distincién entre los ligandos acuo coordinados al metal. Para los
complejos cis-[Co(cyclen)(H,0),](ClO4)3, [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s3 y
[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s);, la mayor diferencia es debida al grado de
substitucién de los grupos amino del ligando macrociclico, forzando alguno de los
parametros estructurales por efectos estéricos. Otro factor a destacar para estas
estructuras, es que la unidad etilen de los ligandos {(u-ET)cyclen} y {(Me),(u-ET)cyclen},
proporciona una rigidez que diferencia algunas de las distancias y angulos con el
complejo analogo de cyclen. Ademas, esta unidad distorsiona ligeramente el entorno

octaédrico del Co(lll), con angulos de enlace distintos a los esperados.
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3.2 Compuestos de Ru(ll)

Para los complejos de Ru(ll), el objetivo inicial era la preparacion de los acuocomplejos
analogos a los caracterizados para el Co(lll). Por consiguiente, se procedio a la sintesis
del compuesto cis-[Ru(cyclen)(H,0),](CF3SO3), descrito en la bibliografl'a.[l“z'm]
Desafortunadamente, el compuesto obtenido no resulta estable en solucién acuosa,
medio en el que se produce la oxidacion del ligando macrociclico cyclen, cuando el pH
es cercano a la neutralidad. La especie sélo es estable a pH acido o en disolventes
organicos, trabajando en condiciones anaerdbicas para evitar procesos de oxidacién
del Ru(II).[144'145] Consecuentemente, los sucesivos intentos se basaron en compuestos

de Ru(ll) con ligandos sin unidades CH-NH, que causan la reactividad redox de las

especies; ligandos como el TPAy {(Me),(u-ET)cyclen}.

Para la preparacion del compuesto [Ru{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3SOs),, el
resultado tampoco ha sido satisfactorio a pesar de seguir el procedimiento

(46,1481 | producto preparado

experimental descrito para compuestos similares.
descompone en contacto con el aire, con la produccién de especies de Ru(lll), en las
condiciones establecidas para el estudio cinético-mecanistico. Estos hechos se pueden
asociar a que el tamano del ion de Ru(ll) es mayor que el de Co(lll), lo que dificulta su
coordinacion en la cavidad de la unidad cyclen, imposibilitando la estabilizacion de

ninguno de sus derivados en presencia de otros ligandos abundantes en el medio

como es el agua.

En vista de esta problematica, se han preparado como alternativa los acuocomplejos
de Ru(ll) que aparecen en la Figura 3.7. Se escogieron estas estructuras indicadas,
basandonos en datos bibliograficos que mostraban un comportamiento interesante
como agentes antitumorales, mediante la intercalacién de los anillos aromaticos en las
cadenas del ADN/ARN.">781%7] Ademas, la eleccion de la especie cis-[Ru(bpy),(H,0),]**
es también debida a que posee una metodologia de sintesis muy bien establecida, y

con una estabilidad indefinida en solucidn acuosa.
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Figura 3.7. Complejos de Ru(ll) con dos posiciones substitutivamente activas en cis sintetizados en este
trabajo.

3.2.1 Sintesis de los compuestos de Ru(ll)

Tal como se ha indicado, los compuestos de Ru(ll) sintetizados en este trabajo para el
estudio de la substitucion de las dos aguas reactivas en cis, son los que aparecen en la

Figura 3.7 y se han preparado segun la metodologia descrita en la biinografl'a.[”G'“g]

La sintesis se ha realizado segun el procedimiento que se detalla en el Experimental
(Capitulo 7). Se parte de Ru(lll), en forma de RuCl3-:3H,0, que se reduce a Ru(ll) por el
disolvente para formar el complejo deseado. Para la obtencién del complejo
[Ru(TPA)(H,0),](CF3S03),, se utiliza metanol como reductor, mientras que para el
compuesto cis-[Ru(bpy),(H20),](CF3S03),, la N,N-dimetilformamida es la que actua
como reductor. En estos procesos de reduccidon se forman los diclorurocomplejos
correspondientes, siempre en disposicién cis, que en disolucidn acuosa y con sales de
Ag(l), producen los diacuocomplejos de Ru(ll). En el Esquema 3.4 se recogen estos

métodos de sintesis esquematicamente.
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AgCF;S0;  [Ru'(TPA)(H,0),](CF;S03),

MeOH
RUICI, + TPA —— » [Ru(TPA)CIy] + aldehido — — > .
2 AgCl
DME AgCF3S0; cis-[Ru'(bpy)2(H;0)2](CF3S03),
Ru'"CI3+ 2bpy ——> CiS-[Ru"(bpy)2C|2] + amida ——> +

2 AgCl
Esquema 3.4. Metodologia de sintesis para los compuestos de Ru(ll) utilizados en este trabajo.

3.2.2 Caracterizacion de los compuestos de Ru(ll)

Los compuestos de Ru(ll) obtenidos en este trabajo se han caracterizado por
espectroscopia electrénica y de resonancia magnética nuclear. Se han determinado los
valores de las constantes de acidez de los acuocomplejos y se han realizado estudios

voltamperométricos para la determinacidn de sus potenciales redox.
Espectroscopia UV-Vis

Los espectros electrénicos para los compuestos de Ru(ll) sintetizados en este trabajo,
se han registrado en el margen de 300 a 750 nm y en disolucién acuosa 0.1 M de
HCIO4, para asegurar la presencia Unica de la diacuoespecie. Estos espectros
electronicos presentan unos valores de los coeficientes de extincidn (&) muy

[102]

elevados, como corresponde a las bandas de transferencia de carga metal-ligando

(MLCT, tog — 7*).l7814°)

La Tabla 3.4 muestra los valores de las Amax ¥ sus correspondientes coeficientes de
extincidon molar (&) para las especies de Ru(ll) sintetizadas en este trabajo, que
coinciden con los valores descritos en la bibliografia.[146’148'1501 Para el compuesto
[Ru(TPA)(H,0),](CF3S03), no ha sido posible la determinacién del valor de ¢ dado que

esta especie descompone a las condiciones de trabajo experimentales.
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Tabla 3.4. Valores de A,., y de sus coeficientes de extincién (&) de los acuocomplejos de Ru(ll)
sintetizados en este trabajo (0.1 M HCIO,).

Especie Amax /nm (/M cm™) Amax /nm (/M cm™) Amax /nm (£/Mcm™)
[Ru(TPA)(H,0),]** 350* 395* 635*
cis-[Ru(bpy),(H,0),]* 340 (8260) 480 (9770) -

* Valor de £no determinado debido a la descomposicion de la muestra en el medio de reaccion.

Resonancia magnética nuclear

En la Tabla 3.5 se recogen los valores de los desplazamientos quimicos (o) y su
multiplicidad en los espectros de RMN 'H de las especies de Ru(ll) estudiadas en este
trabajo, y se corresponden perfectamente con los valores citados en la

biinografia.[146’15°]

Tabla 3.5. Valores de los desplazamientos quimicos () y su multiplicidad de los espectros de RMN de "H
para los acuocomplejos de Ru(ll) sintetizados en este trabajo.

Especie /Disolvente & /ppm (multiplicidad,{asignacion})

[Ru(TPA)(H,0),]*" /CDsCN

+/\2
b l/ 1 4.6 (s,2H{12}); 4.9 (d,2H{6a}); 5.0 (d,2H{6b}); 7.1 (d,1H{10});
N
. BN, F|{ O, 7.2 (t,1H{8}); 7.3 (t,2H{2}); 7.5 (d,2H{4}); 7.6 (t,1H{9}); 7.8
u
9 Z_SNT | Non, (t,2H{3}); 8.7 (d,2H{1}); 8.9 (d,1H{7})
8 7 6a,b N
4 | I
2\/ 2

cis-[Ru(bpy),(H,0),]** /CDsCN

7.2 (td,2H{4}); 7.6 (dd,2H{5}); 7.9 (td,2H{9}); 8.0 (td,2H{3});
8.3 (td,2H{8}); 8.4 (dd,2H{7}); 8.5 (dd,2H{2}); 9.3 (dd,2H{10})
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Determinacion de constantes de acidez

La determinacion de las constantes de acidez se ha realizado mediante espectroscopia
electrénica para la especie cis-[Ru(bpy),(H,0),](CF3SOs3), en disoluciéon acuosa. Para el
compuesto [Ru(TPA)(H,0),](CF3S0O3), no ha sido posible esta determinacion puesto que

esta especie descompone en las condiciones de trabajo.

La Figura 3.8 muestra los cambios del espectro electrénico en funcion del pH para la
especie cis-[Ru(bpy),(H,0),]*. La compilacién de estos cambios espectrales y el valor
de pH para cada uno de ellos, permite el calculo de las constantes de acidez mediante
el programa SPECFIT,™* tal como se detalla en el Experimental (Capitulo 7). El valor
calculado para estas constantes es de pK, 1 = 8.7 y pK,, > 11.0, que coinciden con los
indicados en la bibliografia.™®® Estos valores, notablemente mayores que para los
compuestos de Co(lll) anteriores, se asocian al menor poder polarizante de un catién

(+2) de la segunda serie de transicion.

0.60
0.45 +

0.304 7/

Absorbancia /u.a.

0.154

0.00

Figura 3.8. Valoracién por espectroscopia electrénica de la especie cis-[Ru(bpy),(H,0),]** a una
concentracién 1x10™* M (0.01 M de HCIO,) con NaOH 0.1 M; 25 °C, / = 1 (NaClO,).
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Estudio voltamperométrico

Para el estudio voltamperométrico del compuesto cis-[Ru(bpy),(H>0),](CF3SOs), se ha
trabajado en solucién acuosa con una concentracién de complejo metalico de 5x10™
M, ajustada a una fuerza idnica de 0.1 con NaClO4. Al aplicar un barrido de potencial al
electrodo de trabajo con una velocidad de 50 mV/s, aparecen 4 sefales que,
referenciadas respecto al electrodo normal de hidrégeno, son a: 0.71, 0.96, 1.18 y 1.3
V (Figura 3.9). Estas se corresponden con los valores descritos en la bibliografl'a.[lso] La
diferencia de potencial entre el pico anddico y el pico catdédico de cada par redox
corresponde a la transferencia de un electron con una AE = 0.059 V, excepto para el

v

par Ru™". La AE para este par redox es mayor al esperado debido a una componente

de irreversibilidad asociada a la pérdida de protones y formacién de especies:

RuV=0?2* [150]

5mA

/v

RU”/”I Ru

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E/N

Figura 3.9. Voltametria ciclica de una solucién acuosa 5x10™ M del complejo cis-[Ru(bpy),(H,0),]*, a l =
0.1 (NaClO4) y v =50 mV/s.
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CAPITULO 4

Tal como ya se ha tratado en la Introduccidon (Capitulo 1), el uso de complejos
relativamente inertes de metales de transicion en procesos que involucran moléculas
biolégicamente relevantes como ligandos ha sido ampliamente estudiado, sobre todo
para compuestos de Pt(ll). Estos sistemas inertes permiten que el complejo pueda
mantener su estructura una vez haya interaccionado con la molécula diana y que,
ademads, sean inicialmente estables en las condiciones bioldgicas. Para el disefio
general de este tipo de compuestos y para que resulten relevantes, es necesario un
esqueleto de coordinacién muy inerte y algunas posiciones relativamente labiles para
la substitucion. Estas posiciones reactivas pueden, y deben, interaccionar con los
grupos dadores de las moléculas bioldgicas, modificando su reactividad o morfologia.
La importancia de tener una disposicion cis de dos de estas posiciones se basa en la
posible formacién de quelatos que estabilicen y favorezcan las interacciones con esas

moléculas.

Para el estudio que se propone en este trabajo sobre reacciones de substitucion con
moléculas bioldgicamente relevantes, el metal inicialmente elegido ha sido el Co(lll).
Este presenta tanto ventajas como inconvenientes respecto a los compuestos clasicos
de Pt(ll). En cuanto a las ventajas, cabe destacar que se trata de una alternativa mas
barata y generalmente menos toxica; se han observado propiedades antitumorales
para algunos compuestos de Co(lll) con ciertas enzimas especificas y con muy baja
toxicidad.'*>**> Como inconvenientes, remarcar que, a diferencia del platino, los
compuestos de Co(lll) siguen generalmente un mecanismo de substitucién activado
disociativamente,?**! |o gue no permite una modulacién exhaustiva de su interaccion
con distintas biomoléculas. Por otro lado, destacar también su elevada carga y
configuracion tzge, que dificulta el paso a través de las membranas y lo hacen

quimicamente mds inerte, respectivamente.

Reproducir in vitro las condiciones bioldgicas es extremadamente dificil, y para poder
realizar correctamente el estudio de substitucion sobre estos complejos siempre
deben hacerse algunas simplificaciones. Por ejemplo, el pH de las soluciones se debe

mantener constante con la ayuda de las soluciones tampdén adecuadas y la fuerza
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idnica se ajustara a un valor determinado con NaClO,. En este sentido, la eleccién de la

solucién tampon resulta vital; la interaccidon que presentan algunas de las soluciones

amortiguadoras, tipicamente utilizadas en el estudio con compuestos de este tipo,
o . . . . . [17,94,151]

puede modificar los complejos de partida produciendo reacciones secundarias.

Para obviar esta clase de interferencias, se deberd realizar un estudio comparativo de

la estabilidad de los acuocomplejos con diferentes soluciones tampédn.

El estudio de substitucién de los acuocomplejos presenta, ademds, algunas
particularidades debido a la naturaleza variable de las especies con el pH del medio de
reaccion. El hecho de que las aguas coordinadas al metal sean mas acidas que el
disolvente, producira necesariamente una variedad de hidroxoespecies en solucién.
Ademas, como ya se ha observado para otros compuestos de Pt(ll) y de Co(lll), la
existencia de estas hidroxoespecies conlleva a la formacidon de complejos con puentes
h- - T [24-26,127] . e
idroxo entre dos o mas centros metalicos. Esto puede enmascarar o propiciar
algunas reacciones de substitucion como las que se pretende observar. En el Esquema
4.1 se muestran los equilibrios acido-base involucrados para los acuocomplejos de
Co(lll) con ligandos tetradentados como los utilizados en este trabajo. También se
esquematiza la formacion de especies dimeras, ampliamente conocidas, con puentes
h. .z [24'25,152] . .y . .7 .
idroxo en solucién. Debido a estos equilibrios, también resulta necesario
realizar un estudio de la especiacién de los compuestos en el medio de reaccién
deseado. Este debera ser previo al estudio cinético-mecanistico de los procesos de

substitucion.
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Esquema 4.1. Equilibrios 4cido-base y de dimerizacién para una especie cis-[Co(N)4(H,0),]>" en un medio
de reaccion proximo a pH =7.

Cabe, evidentemente, destacar que la reactividad de los compuestos de Co(lll) puede
verse asimismo afectada por la presencia de grupos NH en el ligando tetradentado
coordinado al metal. Esto puede producir una aceleracién de los procesos de
substitucion mediante un mecanismo de base conjugada.[m] Este hecho proporcionara
una interesante modulacion de velocidad en la substitucion de los compuestos

preparados al ajustar el nUmero de grupos NH del ligando tetradentado.?%110114

Los acuocomplejos de Co(lll) preparados, e indicados en la Figura 3.2, se haran
reaccionar con los distintos nucledsidos y nucleétidos, que aparecen en la Figura 4.1
con sus respectivos valores de pK,, a pHs proximos al fisioldgico. De este modo se
pretende simular la interaccién que presenta este tipo de complejos con fragmentos
del ADN y ARN. No ha sido posible la utilizacién directa de las nucleobases originales
dado que estas presentan una solubilidad muy baja en solucién acuosa y en el margen
de pH de nuestro trabajo. Evidentemente en este estudio también se incluird el CI’
como ligando entrante, ya que el medio bioldgico involucra un gradiente de
concentracion que va de 0.01 M (intracelular) a 0.1 M (extracelular). La utilizacién del
ligando fosfato inorganico se incorporara al estudio para modelar la interaccién que
muestra con los diferentes nucledtidos y para manifestar la imposibilidad de su

utilizacion como tampén in vitro en este tipo de reacciones de substitucidn.
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NH, 0 o)
(\N NH NH
N/J\o
HO
O~ pKas=42 PKa1=9.8 PKay = 9.3
OH OH OH OH
Citidina Timidina Uridina
NH, O O
f\N NH NH
o N/go
o—P—0 PKa1 =10 ‘—H -0 PKa1=16 G—p " PKa1 =10
! o PKap = 4.2 PKaz = 6.5 PKao = 6.4
OH PKa3 = 6.0 PKas = 10.3 PKas = 9.5
OH OH OH OH
5'-CMP 5'-TMP 5'-UMP
Citidina 5'-monofosfato Timidina 5'-monofosfato Uridina 5'-monofosfato

Figura 4.1. Nucledsidos y nucledtidos utilizados en este trabajo para el estudio de substitucidn sobre los
complejos de Co(lll).

Tal como se detalla en el Experimental (Capitulo 7), el seguimiento de estas reacciones
de substitucion se realizara mediante espectroscopia electrénica. Siempre se trabajara
con excesos de como minimo 10 veces la concentracidn del ligando a substituir, lo que
corresponde a 20 veces la concentracién del complejo de Co(lll). Se aseguran, de este
modo, unas condiciones de pseudoprimer orden. Ademas, el RMN de *H y 3P facilitara
la determinacién de las especies intermedias y finales presentes en el medio de

reaccion.

4.1 Compuestos de Co(lll) con ligandos tripodales

El estudio de substitucién sobre compuestos de Co(lll) se realizé inicialmente con los
derivados de ligandos tripodales indicados en la Figura 4.2. Este tipo de complejos fue
escogido en base a que anteriormente en el grupo ya se habia estudiado la reactividad
frente a la substitucion del complejo [Co(tren)(H,0),]*" con nucleédsidos y nucledtidos a

pH < 4, donde el compuesto se encuentra como dlacuoespeue *I'La eleccién del otro
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complejo con estructura tripodal, [Co(TPA)(H,0),]**, se basé en la ausencia de grupos
NH en el ligando tetradentado capaces de generar procesos de base conjugada; su
reactividad no deberd acelerarse a pHs bdsicos. Ademas, para este ultimo compuesto
se ha detectado cierta actividad antitumoral, segtin se describe en la bibliografia. Esta

deriva de la liberacion de moléculas activas coordinadas a la unidad {Co TPA}, que

inhiben de manera selectiva a enzimas especificas involucradas en los procesos de

metastasis.?>>"

C/ N n,, Cllo"l W\ OH, |}| N, (IZO'“ W OH,
4
NHy | “YoH, Cé/—\ NT 1 Now,

NH, y

[Co(tren)(H,0),]%*
[Co(TPA)(H,0),]*

Figura 4.2. Complejos de Co(lll) con ligandos tripodales utilizados para el estudio de substitucién en este
trabajo.

[Co(tren)(H20)2](ClO4)3

Como ya se ha mencionado, la reactividad del complejo [Co(tren)(H,0),]*" con
nucledsidos y nucledtidos ya habia sido estudiada a pHs mas &cidos.® Para llevar a
cabo una aproximacién real del comportamiento de estos compuestos dentro del
organismo, el rango de pH en nuestro estudio ha sido alrededor del pH fisiolégico (6.0 -

8.0).

Como paso previo al estudio de la estabilidad de este compuesto en el medio de
reaccion, es necesaria la evaluacién de la especiacién dacida del acuocomplejo de
Co(lll). Se podra asi averiguar las especies presentes en solucién segun el pH de cada
medio y el tiempo transcurrido. Para este complejo los dos pK, ya conocidos,
.O,[134’137]

asociados a las aguas coordinadas al centro de Co(lll) son pK,1=5.5y pK,,=8

lo que nos indica que en el margen de pH de nuestro estudio la especie mayoritaria es
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el mono-hidroxocomplejo. A pHs mas basicos las especies dominantes son tanto el
mono- como el bis-hidroxocomplejo. Cabe destacar, también, que dado que el ligando
acuo mas acido es el que se encuentra en disposicion cis respecto a la amina terciaria,
esta serd la posicién mas inerte por donde se empezaran a formar los posibles puentes

hidroxo entre centros metélicos.?>%

Especiacion y estabilidad en el medio de reaccion

Para realizar el estudio de la especiacion y estabilidad como tal del complejo
[Co(tren)(H,0),]*" en el medio de reaccidn, se han seguido los cambios temporales de
los espectros electrénicos para este compuesto a diferentes condiciones de pH vy
concentracion de complejo metalico. En la Figura 4.3 se muestra un ejemplo de las
variaciones en el espectro UV-Vis para la especie [Co(tren)(H,0),]*" a pH 7.0 (MES) y 25
°C durante 10 minutos.

a) b)

0.25 4 0.204 360 nm

0.184

0.15+
\ 0.164

0.10
0.14+

Absorbancia /u.a.
Absorbancia /u.a.

0.05 4
0.12+

0.00

T T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 0 100 200 300 400 500 600
2/nm t/s

Figura 4.3. a) Cambios en el espectro electrénico para la especie [Co(tren)(H,0),]*" a una concentracién
1x10° My pH 7.0 (0.4 M MES); 10 minutos a 25 °C, / = 1 (NaClO,). b) Variacién de la absorbancia con el
tiempo a 360 nm en las mismas condiciones.

El estudio global se ha llevado a cabo en un rango de pH de 6.0 a 8.0 usando diferentes
soluciones amortiguadoras de MES y TRIS segun el pH deseado. En todos estos
experimentos, el complejo [Co(tren)(H,0),]*" experimenta dos etapas de reaccidn que
se pueden asociar a los equilibrios secuenciales de formacion de especies dimeras
indicados en el Esquema 4.1. Para esta serie de experimentos, se observa un aumento

de absorbancia en la banda de 360 nm que se relaciona directamente con la formacién
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de la especie con puente bis-hidroxo. Este tipo de variaciones de los espectros
electrénicos ya se habian caracterizado para complejos similares a pHs cercanos a la
neutralidad, y correspondian efectivamente a la formacién de especies dimeras en

solucién, manteniendo la integridad estructural del esqueleto inerte del complejo.[ZS]

La determinacion de las constantes cinéticas observadas se ha realizado mediante el

T, ajustando el calculo del sistema al modelo matematico: 2 x A —

programa SPECFI
B seguido de B — C, tal como se detalla en el Experimental (Capitulo 7). En la Tabla A.1
del Apéndice A se indican todas las constantes cinéticas determinadas para estos
procesos de dimerizacién de la especie [Co(tren)(H,0),]*" a diferentes pHs,
concentraciones de complejo y temperaturas. En esta Tabla se puede observar una
dependencia de la velocidad de estos procesos de dimerizacién con el pH (duracién
desde 5 a 30 minutos), produciéndose una aceleracion a pHs basicos, como es de
esperar por la actuacion de un mecanismo de base conjugada. Este hecho imposibilita
la determinacion de las constantes a pH 8.0, al tratarse de procesos extremadamente
rapidos, incluso a escala de stopped-flow. El hecho de que los valores de estas
constantes no dependan de la concentracién de complejo de Co(lll), da validez al

calculo de reacciones secuenciales realizado, que incluye un proceso de segundo

orden.

Se han llevado a cabo algunas pruebas variando la concentracién y tipo de solucién
tampon. En todos los casos los resultados han sido los mismos en cuanto a velocidad y
a los espectros electrénicos finales observados. Para asegurar que estos cambios
realmente no eran producidos por las soluciones amortiguadoras, se han probado
algunos de estos experimentos ajustando el pH sin el uso de soluciones tampdn;

obteniendo los mismos resultados de dimerizacién de las especies.

En los experimentos inversos, es decir, anadiendo HCIO4 hasta una concentracidn final
de 1 M a las disoluciones de los dimeros anteriores, se producen una serie de cambios
que finalizan con el espectro electrénico de la especie [Co(tren)(H,0),]*" de partida.

Este tipo de comportamiento ya se habia encontrado para otros compuestos dimeros
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similares descritos en la bibliografia, asegurando asi el mantenimiento del esqueleto

. .. 24,127,1
inerte durante la reactividad observada.?#1?7/1>3!

Estudio de substitucién de los ligandos acuo

Para el estudio de substitucion del acuocomplejo [Co(tren)(H,0),]** v de sus especies
derivadas, se probaron distintos ligandos como cloruro y citidina 5’-monofosfato (5'-
CMP). El seguimiento de estas reacciones por espectroscopia UV-Vis a diferentes
valores de pH, permite observar solamente los cambios asociados a los procesos de
dimerizacion comentados anteriormente. Incluso en experimentos realizados a 50 °C
durante 24 horas, los espectros electrénicos no presentaban variaciones adicionales.
Estos resultados indican que la especie dimera final con dos puentes hidroxo es un
compuesto termodindmicamente muy estable, e inerte frente a la substitucién en las

condiciones razonables para el estudio propuesto.
Resumen de resultados

Para el complejo [Co(tren)(H,0),]*" se ha podido observar la formacion de especies
dimeras con puentes hidroxo entre centros de Co(lll) alrededor de pH fisioldgico y en
las condiciones de nuestro estudio. Estos procesos son mas rapidos de lo esperado
para compuestos con configuracion tzge, y su aceleracién debe asociarse a la actuacion
de mecanismos de base conjugada por la presencia de grupos NH en el ligando
tetradentado. Desafortunadamente, estas especies dimeras con dos unidades p-OH,

resultan inertes frente a la substitucién en el rango de pH de nuestro estudio.

[Co(TPA)(H:0);](CF3503)3

En vista de los resultados obtenidos para el compuesto anterior [Co(tren)(H,0),]**, se
procedid a la busqueda de un compuesto con estructura similar y que no formase
estas especies dimeras e inertes en solucién. Se probd el compuesto [Co(TPA)(H,0),]**

ya que este presenta los grupos N-dadores del ligando tetradentado totalmente
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substituidos, y se podria esperar una reactividad mas lenta frente a la dimerizacién

debido a la ausencia de procesos de base conjugada.

Para el nuevo compuesto [Co(TPA)(H,0),]** preparado en este trabajo, se
determinaron inicialmente las constantes de acidez, para proceder a una comparacion
con el compuesto anélogo [Co(tren)(H,0),]**. Los valores de pK, obtenidos son pKa1 =
3.3 y pKaz = 6.8, por lo que en el margen de pH de nuestro estudio, siempre se

encontrard como una mezcla de mono- y bis-hidroxoespecies en solucion.
Especiacion y estabilidad en el medio de reaccion

El estudio de la especiacion y estabilidad del complejo [Co(TPA)(H,0),]*>" en el medio
de reaccion se llevo a cabo a diferentes pHs y concentraciones de complejo metalico
tal como se realizd en el caso anterior. La Figura 4.4 muestra un ejemplo de los
cambios temporales del espectro UV-Vis para esta especie a pH 7.0 (HEPES) y 25 °C
durante un periodo de 3 horas. Para esta especie se observa el mismo tipo de
comportamiento que para el complejo anterior [Co(tren)(H,0),]**. Las variaciones en
los espectros electrénicos se ajustan perfectamente a 2 etapas consecutivas de
reaccion, que se asocian a los equilibrios de dimerizacion indicados en el Esquema 4.1;
en este caso la escala de tiempo es notablemente mas larga, como era de esperar por

la ausencia de grupos NH en el ligando.

a) b)
0.15 0.122 370 nm
g ‘ <
2 3
8 0,10 S 0.120
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&8 o005 2 o118
< <
0.00+— . ; . ; . = 0.116 . . .
350 400 450 500 550 600 650 0.0 4.0x10° 8.0x10° 1.2x10*
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Figura 4.4. a) Cambios en el espectro electrénico para la especie [Co(TPA)(H,0),]** a una concentracién
1x10° M y pH 7.0 (0.4 M HEPES); 3 horas a 25 °C, I = 1 (NaClO,). b) Variacién de la absorbancia con el
tiempo a 370 nm en las mismas condiciones.
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En la Tabla A.2 del Apéndice A aparecen los valores de las constantes cinéticas
observadas para estos procesos de dimerizacion, que se han ajustado al mismo
modelo matematico anterior: 2 x A — B seguido de B — C. Las constantes siguen las
mismas tendencias que en el caso anterior, con la Unica diferencia que a condiciones
de pH > 7.5, este valor empieza a disminuir. Esto se asocia, en este caso, a la presencia
en el medio de reaccidn de la especie menos reactiva [Co(TPA)(OH),]*, debido a que el
proceso de dimerizacién de la especie [Co(TPA)(H,0)(OH)]** es notablemente mds
lento que para el andlogo [Co(tren)(H,O)(OH)]**. Claramente la imposibilidad de
actuacion de un mecanismo de base conjugada, hace que la velocidad disminuya a pHs
mas bdsicos debido a la presencia de la especie [Co(TPA)(OH),]", con dos ligandos OH’

mas dificiles de disociar que el H,0.

Para asegurar que la reactividad de la especie [Co(TPA)(H,0),]** en solucién es
independiente de la solucién tampdn utilizada, se repitieron algunos de estos
experimentos ajustando el pH de modo manual. Los resultados de estas pruebas
fueron idénticos a los obtenidos con la utilizacion de las soluciones amortiguadoras.
Como en el caso anterior, debido a que los ligandos acuo coordinados al metal no son
equivalentes, habra una preferencia en el modo de formacién de la especie dimera con
puentes p-OH. De nuevo, el agua coordinada al metal en cis a la amina terciaria es la
mas acida y es por la que se empezara a formar las especies diméricas de Co(lll) en

solucién.2>140)

Estudio de substitucion de los ligandos acuo

Para el estudio de substitucion de los dos ligandos acuo en cis de la especie
[Co(TPA)(H,0),]** se utilizaron distintos ligandos: fosfato, timidina, citidina 5'-
monofosfato (5’-CMP) y timidina 5’-monofosfato (5’-TMP), a 25 °C. En todos estos
experimentos, solamente se apreciaron, en las condiciones habituales, los cambios
observados para las dos etapas de dimerizacidn anteriormente citadas, incluso a 50 °C.
Este complejo muestra, pues, el mismo comportamiento que su andlogo

[Co(tren)(H,0),]*", respecto a su dimerizacién para formar especies muy inertes frente
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a la substitucidon. A pesar de que en este caso las reacciones de dimerizacién son
bastante mas lentas que para la especie [Co(tren)(H;0),]*", debido a la ausencia de
procesos de base conjugada, éstas siguen produciéndose preferentemente a la

substitucion en las condiciones de este trabajo.

En trabajos anteriores con compuestos con unidades {Co"(TPA)} indicados en la
bibliografia,[SS] se habian observado unas velocidades de substitucién relativamente
lentas, con unos tiempos de reaccion del orden de 7 horas a temperatura ambiente en
unas condiciones de pH = 6.5. Al comparar estos resultados con los tiempos de
dimerizacién de la especie [Co(TPA)(H,0),]**, se corrobora la preferencia de los
procesos de dimerizacién a los de substitucién sobre este complejo, a los pHs de

trabajo.
Resumen de resultados

Para la especie [Co(TPA)(H,0),]** se han podido observar los mismos procesos de
dimerizacién secuenciales que para el complejo [Co(tren)(H,0),]*". Estos implican la
formacion de especies con ligandos u-OH entre centros metdlicos. A diferencia del
compuesto con ligando tren, en estas etapas no se produce una aceleracién en la
reactividad por un mecanismo de base conjugada, debido a la ausencia de los grupos
NH en el ligando tetradentado. Por esta razén, se encuentra una disminucién de la
velocidad a pHs mas bdsicos, debida a la mayor proporcién de la especie
[Co(TPA)(OH),]" formada en solucién. Para este compuesto, [Co(TPA)(H,0),]*",
tampoco se ha encontrado ninguna reactividad en cuanto a la substitucion a estos pHs,
demostrando el cardcter totalmente inerte de las especies [Co(TPA)(u—OH)]z4+ y

[Co(TPA)(OH),]" formadas en el medio de reaccién en las condiciones de trabajo.
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4.2 Compuestos de Co(lll) con ligandos macrociclicos

Siguiendo la idea expresada al principio de este Capitulo, los complejos de Co(lll) con
ligandos macrociclicos elegidos para el estudio de substitucién en este trabajo, son los
que aparecen en la Figura 4.5. Como en el caso del compuesto [Co(tren)(H,0),]*", ya se
habia realizado un estudio cinético-mecanistico de las reacciones de substitucién para
el complejo cis-[Co(cyclen)(H,0),]*" a pH < 4.%* Por tanto, uno de los objetivos iniciales
fue completar este estudio a pHs cercanos al fisiolégico. Cabe destacar que para este
compuesto y en esas condiciones, la reactividad era similar a la observada para el
[Co(tren)(H,0),)**, con una aceleracidn producida por un mecanismo de base
conjugada incluso a pHs acidos.®™ Para ralentizar su reactividad, se procedid a la
substitucién de los grupos N-dadores del ligando tetradentado coordinado al centro de
Co(lll). Los ligandos propuestos para este estudio fueron los macrociclos con los grupos
N parcial y totalmente substituidos: {(u-ET)cyclen} y {(Me),(u-ET)cyclen}, que aparecen
en forma de complejo en la Figura 4.5. Como en el caso anterior, las reacciones de
substitucidn se realizaron con los nucledsidos y nucleétidos que se muestran en la

Figura 4.1, ademas de los ligandos CI" y fosfato inorganico.

NH \ NH N
HN//,,l III\\OHZ L—_/N///"(I:O" ‘\\OHz L_-—/ ////,I III‘\\ H2
N | YoH Y | YoH SARCT

cis-[Co(cyclen)(H,0),1** [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),]1**  [Cof{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),]%*

Figura 4.5. Complejos de Co(lll) con ligandos macrociclicos utilizados para el estudio de substitucion de
los dos ligandos acuo en cis.

Cabe destacar que existe un incremento importante en el uso de este tipo de
compuestos debido a sus propiedades y a su robusta estructura encapsulante, que
contiene anillos de cinco miembros. Ademas, hay distintos estudios sobre estos

complejos de Co(lll) con el ligando cyclen y sus derivados basadas en sus propiedades
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redox e intercalantes, y que se relacionan con la existencia de propiedades

. 46,52,154
antitumorales.!#®°%154

En vista de los resultados obtenidos hasta ahora, respecto a la reactividad vy
especiacion en solucién de los compuestos con ligandos tripodales (Figura 4.2), se
realizé en todos los casos un estudio previo de la especiacién y estabilidad en el medio

de reaccion.
cis-[Co(cyclen)(H»0),](ClO,);

Para el complejo cis-[Co(cyclen)(H,0),]*" las dos constantes de acidez determinadas
para los ligandos acuo coordinados al metal son pK,1 = 5.6 y pKy2 = 8.0.°° En el
margen de pH de nuestro estudio tendremos, pues, como especie mayoritaria de
partida el mono-hidroxocomplejo. De todos modos, la formacion de especies dimeras

debera también considerarse.
Especiacién y estabilidad en el medio de reaccién

El estudio de la especiacién y estabilidad del complejo cis-[Co(cyclen)(H,0),]*" en el
medio de reaccion relevante, se realizd a diferentes pHs y concentraciones de
complejo metdlico a una temperatura de 25 °C. Como en los casos anteriores, para
esta especie también se observaron cambios en los espectros electrénicos, en las
condiciones del estudio. Estos, de nuevo, pueden asociarse a los equilibrios
secuenciales de formacion de especies dimeras mostrados en el Esquema 4.1. Para
asegurar la presencia de estas especies dimeras en solucidn, se realizé un experimento
de RMN de *3C del complejo cis-[Co(cyclen)(H;0),]*" a pH 7.5 antes y después de los
supuestos procesos de dimerizacién. El resultado de este experimento fue la obtencién
de las mismas 4 sefales correspondientes a los diferentes grupos C del ligando
macrociclico (ver Experimental) pero ligeramente desplazadas, hecho que corrobora el

mantenimiento de la unidad estructural cis-{Co " (cyclen)} del complejo.

Sorprendentemente, los cambios observados en los espectros UV-Vis del medio de

reaccion, resultaron dependientes de la soluciéon tampdn utilizada en cada caso, y con
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variaciones temporales distintas. Al utilizar MES y TRIS, se apreciaron incluso
interacciones tan fuertes con el complejo de Co(lll), como para modificar el espectro
de la especie de partida. Un estudio exhaustivo con diferentes tipos de solucién
tampon (Figura 4.6), indicé que la especie HEPES era la que producia una menor
variacion espectral del complejo de Co(lll) inicial a este margen de pH. En vista de
estos resultados, todos los experimentos posteriores, tanto de estabilidad como de
reacciones de substitucion, se realizaron utilizando HEPES como solucion
amortiguadora. Para comprobar que los equilibrios en solucién anteriormente citados
no eran debidos a la solucidon tampodn, se repitieron los experimentos ajustando el pH
de manera manual. Estos experimentos proporcionaron resultados muy similares a los

obtenidos con soluciones de HEPES, por lo que se validé su utilizacion.

0 O\\ //O
S//—O' *NaO—S /—\ S\—O‘

VARVWARY I N N/ N

\ / MES \__/ PIPES
OH
HO /—\ 3//10'
_\_NH* N—/_ \\o o N

/ HEPES Tris

OH

Figura 4.6. Especies tampdn utilizadas para la preparacidon de las soluciones amortiguadoras en este
trabajo.

En la Tabla A.3 del Apéndice A aparecen las constantes cinéticas observadas para las
reacciones acido-base de dimerizacion de la especie cis-[Co(cyclen)(H,0),]*". El valor
de estas constantes se ajusta al modelo matematico: 2 x A — B seguido de B — C,
como para las especies [Co(tren)(H,0),]*" vy [Co(TPA)(H,0),]**. En este caso, la
formacién de la especie dimera con un solo puente hidroxo entre los centros de Co(lll)
tiene una duracién aproximada de 10 minutos a 25 °C, y resulta independiente del pH
(Figura 4.7a). En cambio, para la segunda etapa son necesarios unos tiempos mas
largos, incluso a temperaturas mas elevadas, 24 horas a 50 °C (Figura 4.7b). Cabe
destacar que, de acuerdo con los experimentos de RMN indicados anteriormente, a

pesar de los importantes cambios en los espectros UV-Vis de la especie dimerizada, al
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afiadir HCIO4 hasta una concentracién de 1 M, se obtiene de nuevo el espectro
electrénico de la especie de partida, lo que confirma el paralelismo con los
compuestos anteriores derivados de tren y TPA en que se mantiene el esqueleto inerte

del complejo.

a) b)
0.20
§ 06
0.154 0.6 g 04 385 m
g: . < ‘§ 0.2
= 3 5( 0.0-
9 =~ \ 00 30x10°  6.0x10°  9.0x10°
2 o010 8 04 s
=47 o
8 ]
2 2
@ o
ie 7] 0.24\
< 0.05 2
<
0.00 , . = 0.04 . . —
300 400 500 600 300 400 500 600
X Inm A /nm

Figura 4.7. a) Cambios en el espectro electrénico para la especie cis-[Co(cyclen)(H,0),]*" a una
concentraciéon 1x10° M y pH 7.0 (0.4 M HEPES); 10 minutos a 25 °C, / = 1 (NaClO,4). b) Cambios
consecutivos lentos para la misma reaccion; 24 horas a 50 °C.

Estudio de substitucion de los ligandos acuo

Se ha realizado el estudio de substitucién de los ligandos acuo del compuesto cis-
[Co(cyclen)(H20)2]3+ por: CI', fosfato inorganico y citidina 5’-monofosfato (5'-CMP) a
temperaturas préximas a 25 °C. En todos estos procesos se observa una mezcla de
reacciones que comprende tanto las variaciones producidas por la dimerizacién
descrita anteriormente, como otros cambios asociados a las propias reacciones de
substitucién. Dada la complejidad del ajuste matematico de estos procesos, se decidid
dejar incubar las soluciones del complejo cis—[Co(cycIen)(H20)2]3+ en el medio de
reaccion elegido durante 10 minutos. Este es el tiempo necesario para que transcurra
totalmente la primera etapa de la dimerizacidn ya descrita. Posteriormente se hicieron
reaccionar estas disoluciones equilibradas con los distintos ligandos por los que se
desean substituir los ligandos H,O coordinados al centro metalico. El rango de pH de
este estudio fue entre 6.5 y 7.5, debido a las restricciones en el uso de soluciones
amortiguadoras, utilizando como unica especie el tampdén HEPES (Figura 4.6), que no

presenta ningun tipo de interferencia observable con el sistema.
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Los resultados de estas reacciones de substitucidn fueron sorprendentes. Los tiempos
de reaccion son extremadamente cortos, a escala de stopped-flow (ti;, < 200 s). Se
probd, también, la reactividad con estos ligandos frente a la substitucion sobre la
especie final de la dimerizacion (Esquema 4.1), con los dos puentes hidroxo entre los
centros de Co(lll), tras una incubaciéon de 24 horas a 50 °C. En este caso, no se
observaron modificaciones en los espectros electrénicos, lo cual corrobora el caracter

extremadamente inerte de estas especies en el medio de reaccidn.

Cloruro El ligando inicialmente escogido para este estudio de
substitucién fue el CI. Para esta especie no se observé ninguna modificacion en el
espectro UV-Vis de la especie de Co(lll) de partida, incluso aumentando la temperatura

y ampliando los tiempos de reaccion.

Fosfato inorgénico Las reacciones de substitucion con fosfato inorganico como
ligando se realizaron con un exceso de [fosfato] suficiente para asegurar las
condiciones de pseudoprimer orden, en el rango de pH de 6.5 a 7.5 a una temperatura
de 25 °C. Los cambios temporales de los espectros electrénicos de estas reacciones,
muestran dos etapas consecutivas que se ajustan perfectamente al modelo
matematico A — B, seguido de B — C. En la Tabla A.3 del Apéndice A se recogen los
valores de las constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas, asociadas a
estos procesos de substitucién. Se puede apreciar que sélo existe dependencia con la
concentracion de fosfato para la primera constante cinética observada, kqps:. Para la
segunda etapa, kobsy, €l valor es independiente de la concentracion de fosfato, lo que
implica bien la formacién de una especie quelato en el medio de reaccién, o bien, un

proceso de isomerizacion intramolecular.

Se realizaron experimentos de RMN de 31p para determinar la naturaleza de la especie
final en solucién con un exceso del ligando fosfato 5 veces la concentracidon de
complejo de Co(lll) utilizada en las cinéticas ordinarias. Los resultados de estos
experimentos muestran una Unica sefial 19 ppm a campos mas débiles que la senal del

fosfato inorganico libre (relacidon de intensidades 1:9). Esta sefial y su intensidad se
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asocian a la formacion de la especie u-nz-OPOZO donde el ligando actia como puente
entre los dos centros de cobalto (Esquema 4.2). La formacion alternativa de un quelato

III(cyclen)} implicaria la aparicion de una senal

sobre una misma unidad cis-{Co
alrededor de 25 ppm respecto a la sefial del ligando libre con una intensidad relativa
de 1a5 ([Co"] : [fosfato]), ya observada para complejos similares.®>*** Las ecuaciones
mostradas en el Esquema 4.2 hacen referencia a estos procesos y se determinan a
partir de las ecuaciones matematicas que se detallan en los Aspectos tedricos (Capitulo
2). Para la primera etapa, donde se aprecia un comportamiento por saturacién en el
valor de kops al aumentar la concentracién de ligando, se ajusta a la Ecuacion 2.7. Para
la segunda etapa, al ser kops un valor constante, se podria pensar que se adecua a la
Ecuacion 2.9, aunque ésta incluiria la entrada de una segunda molécula de fosfato. Sin

embargo, la sefial del espectro de RMN de *'P alrededor de 19 ppm, hace referencia a

una especie quelato en modo u—nz, lo que se asocia con la Ecuacidn 2.5 de orden 1.

5+ =
kobs = Kobst1 * kobsz

H2 H2
neIcyc)Co\ / Co(cyclen) Kops1 = k1Kog1[Fosfato]/(1+Kpg1[Fosfato])

kObSZ =cte. = k2

H,PO,HPO,* H Kos

5+ 3+ 2+
OzH 0,
Ho He " Pt . o
2
nelcyc)Co\ /CO(cycIen i HoPO, HPO 2 m ——> "e'CVC)CO\ / Co(cyclen) —»(nelcyc)oo\ /Co(cyclen

Esquema 4.2. Reacciones de substitucién sobre el complejo dimero de cis—[Co(cycIen)(HZO)z]3+ con el
ligando fosfato inorgdnico estudiadas en este trabajo.

Citidina 5’-monofosfato Se ha seguido el mismo procedimiento para el estudio de
la substitucion por el ligando 5’-CMP. El margen de pH para estas reacciones de
substitucion estd comprendido entre 6.5 a 7.5 (HEPES) a una temperatura préxima a
25 °C, donde el nucleétido se encuentra en la forma dianidnica 5-CMP> (pK,3 =
6.1)™®1. De nuevo, se observan dos etapas consecutivas de reaccién con una duracion
aproximada de 2 minutos, que se ajustan al modelo matematico A — B, seguido de B

— C en condiciones de pseudoprimer orden. La Tabla A.3 del Apéndice A muestra los
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valores de las constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas para estas
reacciones a diferentes concentraciones de ligando, temperatura y presion. Para los
dos procesos observados, los valores de las constantes dependen tanto de la [5’-CMP]

como del pH; los procesos se aceleran al aumentar la basicidad del medio.

En la Figura 4.8a se muestra un ejemplo de los cambios en los espectros electréonicos
con el tiempo para la reaccion del complejo cis-[Co(cyclen)(H;0),]**, una vez
equilibrado a pH 7.0y 25 °C, con el ligando 5’-CMP. En la Figura 4.8b se representan las
variaciones de los valores de las constantes cinéticas observadas con la [5’-CMP] para
todos los experimentos realizados a 25 °C. Esta dependencia muestra un
comportamiento de saturacion en el valor de kopsi Y kobs2 COn la concentracion de
ligando entrante, lo que involucra necesariamente la formacién de complejos de
esfera externa entre las especies de Co(lll) y el ligando a substituir (Ecuacién 2.7 del
Capitulo 2). Cabe destacar que, la representacion de los valores de ko, frente a la
concentracién de nucleétido muestra un valor de ordenada en origen apreciable. La
presencia de esta ordenada en origen, asi como el hecho de que los incrementos en la
absorbancia dependan de la concentracién de ligando, indican que la reaccion es un

equilibrio en las condiciones del estudio.

a) b)
0.4+
0171 knhsl’ pH =75
© 355 nm <
5 P 0.3 Kypsy PH=7.0
g 0.2 Zo= ) bs1 ]
= g S obspy PH=6.5
© A 0.2 =
o \ o
% ®Q L
2 01y £ 0.06 Kopszr PH=7.5
2 = k., pH=7.0
_8 obs2r P =1
< 0.03- — - - " k. pH=65
0.0 , , — 0.00 T T T . :
400 500 600 0.00 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15
Alnm [5-CMP?*] /M

Figura 4.8. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccidn de la especie dimera equilibrada de
cis-[Co(cycIen)(HZO)z]3+ a una concentracion 1x10° M con el ligando 5’-CMP (0.08 M) a pH 7.0 (0.4 M
HEPES); 60 segundos a 25 °C, | = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas observadas con la
concentracion de ligando entrante para la misma reaccion a todos los pHs estudiados.
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Como en el caso anterior, la determinacién de la naturaleza de las especies finales se
ha realizado por RMN de *'P con un exceso de ligando 5-CMP de 5 veces la
concentracién de Co(lll) utilizada en las pruebas cinéticas. En estos experimentos se
observa la aparicidon de dos sefiales a 8.4 y 9.2 ppm respecto a la sefial del ligando libre
en exceso. Ambas sefiales corresponden a moléculas de 5-CMP coordinadas de
manera monodentada por el grupo fosfato del ligando a los centros de Co(lll), tal como
se indica en el Esquema 4.3. A partir de la relacién de intensidades encontradas para
estas sefiales en los espectros finales de RMN de *'P en el medio de reaccién, se ha
podido determinar el valor de la constante de equilibrio k,/k, = 0.25. Las ecuaciones
que se indican en el Esquema 4.3 hacen referencia a todos los procesos involucrados
en estas reacciones y resultan de las ecuaciones matematicas citadas en los Aspectos
tedricos (Capitulo 2). Estos resultados son similares a los descritos en la bibliografia
para este mismo sistema, cis-[Co(cycIen)(HzO)z]3+, con los nucleétidos 5’-AMP y 5’-
IMP.1*! En este caso tampoco se observa la hidrdlisis de fosfato determinada para
sistemas parecidos a pHs mas elevados.*®**") cuando las disoluciones finales se
siguen monitorizando durante 24 horas a 50 °C, se observan unos cambios en los
espectros electrénicos que se asocian a la formacién de la especie dimera con dos

puentes hidroxo entre centros metalicos, ya descrita en apartados anteriores.

5+ 5+ 3+
Hy Hp 5-CMP? H, H scMp  H
| W0 O c | —_— \\02 0/2 ) 2 kg ~O 0/2 .
(nelcyc)Co o(cyclen) P E— (nelcyc)Co Co(cyclen)| ; 5'-CMP# —_— (nelcyc)Co Co(cyclen)
(0) Kos1 \O \O/
H H H

Kobs = Kobs1 + Kobs2
Kobs1 = kiKos1[5'-CMP?)/(1+Kos1[5-CMP?])
Kobs2 = koKosa[5-CMP?]/(1+Kosa[5-CMP?]) + k.5

3+
3+

°oNG <H3/2.C | ﬂ semp - B. ko 5CMP  5'CMP
) o(cyclen W . ' -
(eleye)CoRy, N | == {|ieloyercol  Tcoteylen)| : 5-eMP - == |relcyycol’  OColcyclen)
a Kosz \O K. \0/
H H

Esquema 4.3. Reacciones de substitucién sobre el complejo dimero de cis—[Co(cycIen)(HZO)z]3+ con el
ligando 5’-CMP en las condiciones de este trabajo.

75



REACCIONES DE SUBSTITUCION SOBRE COMPLEJOS DE Co(lll)

Se han determinado los parametros de activacion térmica y barica para los procesos

observados y éstos se recogen en la Tabla 4.1. Estos parametros se obtienen a partir

119]

de la ecuacion de Eyring (Ecuacién 2.13 del Capitulo 2)[ y de las variaciones de Ink

),[124’158] como se puede apreciar en la

frente a la presion (Ecuacidn 2.14 del Capitulo 2
Figura 4.9. Ademas, en la Tabla 4.1 se muestran las constantes de equilibrio de
formacién de complejos de esfera externa, Kos: Y Kosz, Y los valores relevantes de las

constantes cinéticas k; y k.

a) b)
6.0
-1.0
6.5
-1.2
7.0 4 ) 9o o
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h'4 —_ ° o
[
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0.0033 0.0034 0.0035 0 300 600 900 1200
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Figura 4.9. a) Representacion de la Ecuacidn de Eyring para la primera etapa de la reaccién de la especie
dimera equilibrada cis-[Co(cyclen)(H,0),]** con el ligando 5’-CMP a pH 7.0 (0.4 M HEPES); / = 1 (NaClO,).
b) Representacion de Ink, frente a P a 25 °C para el mismo sistema.

Tabla 4.1. Parametros cinéticos y de activacién para la reaccion de substitucion del complejo dimero de
cis-[Co(cycIen)(HZO)z]3+ con el ligando 5’-CMP a diferentes pHs (0.4 M HEPES, / = 1.0 NaClQ,).

pH]  ®kss? | ko /M | BHS lamol™ | as iK'mol | AV femPmol™
6.5 0.28+0.01 65+13 61+1° —55+2° No determinado
7.0 0.39+0.03 4048 58+2° —6546 ° ~02P

7.5 0.45+0.03 4548 64+1° —4142° No determinado

298k2 /s—l 298Kc.Sz /M—l

6.5 | 0.0060+0.001°¢ 54425

7.0 ] 0.0083+0.004° 15+14

7.5 0.01340.02°¢ 25460

® Determinado a 0.08 M 5'-CMP, donde el valor limite de ko = k; (Figura 4.8b). ® Determinado a 25 °C.
¢ Aplicando ky/k_, = 0.25 a la ecuacién del Esquema 4.3, de acuerdo con el espectro de RMN de 3p,

Respecto a los valores de la Tabla 4.1, para la primera etapa los valores de AH* no son
muy elevados, mientras que los de AS* son claramente negativos. Por otro lado, el

valor de AV* es practicamente 0, indicando la falta de correlacion entre los parametros
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AS*/AVF asociada a las interacciones por enlace de hidrégeno en el estado de

108,159,1 . . ,
[108,159.160] para |a segunda etapa, no ha sido posible el cdlculo

transicién de la reaccion.
de estos pardmetros de activacion, dado que las variaciones de las kqps2 con la [5’-CMP]
son muy pequefias (Figura 4.8b) y estan dominadas por el proceso inverso. Aun asi, los
valores de Kps, obtenidos son similares a los determinados para Kosi, a pesar de las
diferencias en la carga global del complejo. Esto demuestra que las interacciones en el
complejo de esfera externa no son solamente electrostaticas, sino que intervienen,

ademads, interacciones intermoleculares especificas de enlace de hidrégeno, en el

complejo de esfera externa.
Resumen de resultados

Para el compuesto cis—[Co(cycIen)(H20)2]3+ se observa la formaciéon de los complejos
mono- y bis-hidroxo en solucién en las condiciones de nuestro estudio. Al contrario
que para los compuestos con ligandos tripodales de la seccién anterior, en este caso la
especie mono-hidroxo es reactiva frente a la substitucion durante unas horas. Sin
embargo, las especies que se producen tras los procesos de substitucién acaban

formando el complejo dinuclear con dos u-OH, termodindamicamente mas estable.

Todos los procesos estudiados se aceleran notablemente en medio basico debido a la
actuacién de un mecanismo de base conjugada por la presencia de los grupos NH del

ligando macrociclico tetradentado.

A pesar de que las reacciones de substitucién sobre complejos de Co(lll), siguen

20,21 .
2021 o g presente estudio los

generalmente mecanismos activados disociativamente,
valores de AH* son menores de lo esperado y los de AS* negativos, con unos valores de
Kos apreciables. La falta de correlaciéon AS*/AV* indica que las interacciones del
complejo de esfera externa no son sdlo debidas a fuerzas electrostaticas, sino que
implican ademas interacciones por enlace de hidrégeno. Este tipo de interaccién

afecta a los pardmetros de activacion determinados, teniendo un caracter mas

asociativo en los procesos de substitucion estudiados.
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[Co{(p-ET)cyclen}(H:0),](CF3503)s

Para el nuevo complejo [Cof(p-ET)cyclen}(H,0),]*", mostrado en la Figura 4.5, los
valores de los pK, determinados para las aguas coordinadas al centro metalico son
pKi1 = 5.1y pK,, = 7.4. Debido a estas constantes de acidez, en el margen de pH
utilizado en nuestro estudio tendremos mayoritariamente la especie mono-hidroxo. A

pHs mas basicos, se formard una mezcla de especies mono- y bis-hidroxo en solucién.
Especiacién y estabilidad en el medio de reaccién

El estudio de la especiacion y estabilidad en el medio de reaccion para la especie
[Co{(u-ET)cyclen}(H,0),]*, se ha realizado en un rango de pH entre 6.0 y 8.0, a
diferentes temperaturas y concentraciones de complejo metdlico. Se observan una
serie de procesos de 30 minutos de duracion a 25 °C que se asocian a los equilibrios de
dimerizacion mostrados en el Esquema 4.1. A pHs mas basicos, pH = 7.5, los cambios
en el espectro electrénico son mayores y con un comportamiento notablemente
distinto (Figura 4.10). El estudio a temperatura ambiente de estos procesos, seguidos
por espectroscopia electrénica, muestra dos etapas de reaccién con un valor de t;/; <
200 s para la primera etapa, y que se ajustan al modelo matematico 2 x A — B,
seguido de B — C. En la Tabla A.4 del Apéndice A aparecen las constantes cinéticas
observadas correspondientes, que siguen unas tendencias idénticas a los casos
anteriores. Cabe destacar que, como es de esperar, los procesos de dimerizacidn son
bastante mas lentos debido a la substitucién parcial de los grupos N del ligando
macrociclico (Figura 4.5). Al dejar incubar estas muestras durante 24 horas a 50 °C, no
se encuentran cambios adicionales en los espectros UV-Vis. Esta claro que para esta
especie, [Co{(u-ET)cycIen}(HzO)z]3+, la formacion del dimero con dos unidades p-OH es
solo relevante para pH > 7.5, como se puede apreciar en la Figura 4.10 donde aparece
una mayor variacion de los espectros electrénicos. A pHs inferiores su formacién es

solamente parcial en las condiciones de equilibrio indicadas en el Esquema 4.1.
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Figura 4.10. a) Cambios en el espectro electrénico para la especie [Co{(u—ET)cycIen}(HZO)Z]3+ a una
concentracién 1x10° My pH 6.5 (0.4 M HEPES); 1 hora a 15 °C, / = 1 (NaClO,). b) Cambios en el espectro
electrénico para la misma especie a una concentracion 5x10* My pH 7.5 (0.4 M HEPES); 1 hora a 15 °C, |
=1 (NaC|O4)

Como para los compuestos anteriores, se han realizado experimentos de la estabilidad
y especiacion del compuesto de Co(lll) sin el uso de soluciones amortiguadoras y los
resultados han sido muy similares. Se comprobd que estas etapas son reversibles
mediante la adiciéon de HCIO4 concentrado hasta pH acido, como ya se habia apreciado

para los sistemas anteriores.
Estudio de substitucion de los ligandos acuo

Los ligandos utilizados para el estudio de substitucién sobre el complejo [Cof(u-
ET)cyclen}(H,0),1*" en las condiciones elegidas son: CI, fosfato inorganico, citidina 5'-
monofosfato (5’-CMP), timidina 5’-monofosfato (5’-TMP), uridina 5’-monofosfato (5’-
UMP), citidina, timidina y uridina (Figura 4.1). Para todas estas reacciones, se ha
utilizado un exceso de ligando entrante suficiente para garantizar condiciones de
pseudoprimer orden. Como en el caso del complejo con cyclen, al seguir estas
reacciones de substitucién por espectroscopia electrénica, los resultados muestran
una mezcla de procesos en el que la etapa mas rapida corresponde al proceso de
dimerizacion estudiado anteriormente. Vistos estos resultados, se dejaron incubar las
soluciones de [Co{(u—ET)cycIen}(HZO)z]3+ en el medio de reaccion durante 30 minutos a
25 °C, y posteriormente se le anadid el ligando a substituir. En estas condiciones a pH <

7.5, la especie mayoritaria es el dimero con un puente OH™ entre centros de Co(lll). El
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estudio de substitucién se ha realizado a 40 °C, temperatura Optima para el
seguimiento de estas reacciones por espectroscopia electrénica a tiempos razonables
(4 - 5 horas). El rango de pH de estos experimentos inicialmente disefiado fue entre 6.0
y 8.0, sin embargo, a pH = 7.5 no se observa ningun tipo de reactividad de substitucion,
debido a la formacién dominante de la especie dimérica con puentes bis-hidroxo
menos reactiva (Esquema 4.1). En vista de estos resultados, las condiciones para este

tipo de experimentos se limitaron al margen de pH de 6.0 a 7.0.

Cloruro El ligando inicialmente escogido para este estudio de
substitucion ha sido CI. La reaccién con este ligando no muestra ningln tipo de
cambios en el espectro UV-Vis, del mismo modo que para su complejo andlogo cis-
[Co(cyclen)(H,0),]*". Manteniendo el seguimiento de la reaccién durante 24 horas a

una temperatura superior de 50 °C, tampoco se aprecian cambios.

Fosfato inorgénico La reactividad con el ligando fosfato inorganico se llevd a cabo
como modelo para los procesos de substitucion con nucledtidos, después de la
incubacion de las soluciones del complejo de Co(lll) durante 30 minutos a 25 °C. Las
variaciones temporales en el espectro UV-Vis, para estos procesos de substitucion a 40
°C, muestran 2 etapas de reaccion consecutivas que se ajustan al modelo matematico
A — B seguido de B — C, tal como se detalla en el Experimental (Capitulo 7). En la
Tabla A.4 del Apéndice A se recogen los valores de las constantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas, kqps, €n funcién de las distintas variables utilizadas en
el estudio. En la Figura 4.11 se muestra un ejemplo de los cambios observados durante
estos procesos de substitucion seguidos por espectroscopia UV-Vis. Se puede también
observar que solo el valor de las constantes cinéticas observadas determinadas para la
primera etapa del proceso muestra una dependencia con la concentracion de ligando y
que varia ligeramente con el pH. La segunda constante cinética observada, en cambio,
es constante para todas las concentraciones de ligando utilizadas. Esta segunda etapa
se puede asociar, por tanto, a la quelaciéon de la molécula de fosfato sobre un centro

metalico o a la formacién de un puente entre unidades de Co(lll). Para esta segunda
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etapa no se percibe ningun tipo dependencia con el pH del medio utilizado en este

estudio.
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Figura 4.11. a) Cambios en el espectro electrdnico para la reaccion de substitucion de la especie dimera

equilibrada de [Co{(p—ET)cycIen}(HZO)2]3+ a una concentracién 5x10” M con el ligando fosfato inorgénico
(0.01 M) a pH 7.0 (0.4 M HEPES); 4 horas a 40 °C, | = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas
observadas para la misma reaccidn a todos los pHs estudiados (a, pH=6.0; o, pH=6.5; O, pH=7.0; 0.4 M
MES/HEPES, I = 1.0 (NaClQO,)).

Se han realizado experimentos de RMN de >'P para determinar la naturaleza de las
especies finales, asi como el modo de coordinacion de este ligando sobre el complejo
de Co(lll). La concentracion de Co(lll) es la misma utilizada para las pruebas cinéticas
ordinarias. Los resultados para estos experimentos, con una relacidn inicial de [Co™ :
[P] =1 :5, muestran una sefal en el espectro de RMN de 3'pa20 ppm a campos mas
bajos respecto a la sefial intensa del ligando libre ([Pltotal : [P]20 ppm = 4.5 : 0.5), lo que se
asocia a la formacion de la especie [(Co{(u-ET)cycIen})z(p-OOPOZ)(u-OH)]2+. Asi pues, la
reactividad resulta idéntica a la del complejo cis-[Co(cyclen)(H,0)-.]*", con un
comportamiento andlogo al mostrado en el Esquema 4.2. Por tanto, la dependencia de
las kops con la concentracion de fosfato se ajusta para la primera etapa a la Ecuacién
2.7 y para la segunda a la Ecuacion 2.5 de orden 1. El ion fosfato se coordina
inicialmente como n1—0P03 y finalmente formando un puente entre los dos centros de

Co(lll), u-n*-0PO,0.

Los parametros cinéticos mas relevantes para estas reacciones de substituciéon con

fosfato inorganico se indican en la Tabla 4.2. No se han determinado los parametros de
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activacion térmica y barica para este sistema, dada la similitud en el comportamiento

con el complejo cis-[Co(cyclen)(H,0),]*" anterior.

Tabla 4.2. Resumen de los parametros cinéticos para la reaccién de la especie dimera incubada de
[Co{(p-ET)cyclen}(H,0),1*" con fosfato inorganico a diferentes pHs (0.4 M MES/HEPES, / = 1.0 NaClO,).

Ligandoentrante | pH | B s | Kos/M*
6.0 ki = 4.4x10™
_ ” 6.5 ky = 4.4x10™ 120°
H,PO, /HPO, =z
7.0 ky=5.2x10
6.0-7.0 k,=3.7x107" -

® Valor medio para todos los sistemas. b Etapa independiente de la concentracion (ver texto).

Citidina 5’-monofosfato Una vez se ha estudiado la reactividad con fosfato
inorganico, el siguiente paso es la evaluacidon de la reactividad con los nucleétidos que
aparecen en la Figura 4.1. El nucledtido inicialmente elegido para el estudio de
substitucién, una vez incubadas las soluciones de Co(lll), fue el ligando 5’-CMP. Este
presenta unas caracteristicas en cuanto a carga muy parecidas al ligando fosfato

inorganico.

Como en los casos anteriores, el ajuste global de los cambios en el espectro UV-Vis
para estas reacciones con el ligando 5-CMP alrededor de 40 °C, presenta dos etapas
consecutivas de reaccion que se ajustan al modelo matematico A — B, seguido de B —
C. La Tabla A.4 del Apéndice A recoge los valores de estas constantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas a las diferentes condiciones de nuestro estudio. En la
Figura 4.12 se muestra un ejemplo de los cambios observados en el espectro UV-Vis
para la reaccion de substitucion del complejo [Co{(u-ET)cycIen}(HzO)z]3+ equilibrado a
40 °C y a pH = 6.5 con el ligando 5'-CMP. También, en la misma Figura, estan
representados los valores de las constantes cinéticas observadas a diferentes
concentraciones y condiciones de pH, mostrando una dependencia con ambas
variables (Figura 4.12b). En esta representacién se observa un comportamiento lineal y
con ordenada en origen en las condiciones de nuestro trabajo, lo que indica la
presencia de procesos de equilibrio en el medio de reaccién (Ecuacién 2.8 del Capitulo

2).
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Figura 4.12. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccion de substitucion de la especie dimera
equilibrada de [Co{(u-ET)cycIen}(H20)2]3+ a una concentracién 5x10 M con el ligando 5’-CMP (0.05 M) a
pH 6.5 (0.4 M HEPES); 4 horas a 40 °C, | = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas observadas
para la misma reaccién a todos los pHs estudiados (a, pH=6.0; O, pH=6.5; 0, pH=7.0; 0.4 M MES/HEPES, /
= 1.0 (NaCloy)).

Como en los casos anteriores, se han realizado experimentos de RMN de 31p de la
mezcla de reacciéon a diferentes tiempos para la identificacion de las especies
presentes en solucion en cada etapa. Las condiciones iniciales para estos experimentos
son [Co"] : [5-CMP] = (1:5) x 10° M a un pH = 6.5. Estos espectros de RMN de 3p
muestran la presencia de una sefial inicial a 9.4 ppm a campos mas débiles que la sefial
del ligando libre, seguido de la aparicion de otra sefial a 14.1 ppm con intensidades
relativas 1 : 10 ([Co'”] : [Libre]). Estas sefiales se asocian por tanto a la entrada de 2
moléculas de ligando 5-CMP coordinadas de manera monodentada por el grupo
fosfato del nucleétido sobre el dimero de Co(lll), tal como se muestra en el Esquema
4.4 (parte superior). El desplazamiento de las bandas del espectro UV-Vis hacia
energias menores, corroboran también estos hechos puesto que disminuye el campo

del ligando.

Los datos recogidos en la Tabla 4.3 indican que, contrariamente a lo sucedido para el
ligando fosfato inorgdnico, estas reacciones dependen del pH, mostrando una
aceleraciéon al aumentar la basicidad. Esto puede asociarse, tanto a la mayor
proporcién de la especie totalmente desprotonada 5’-CMP* (pKas = 6.1),[156] no tan
importante para el ligando fosfato inorganico (pK,, = 7.2),"*** como a la aceleracién de

los procesos de substitucidon por la actuacién de un mecanismo de base conjugada.
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Esquema 4.4. Reacciones de substitucién sobre el complejo dimero incubado de [Cof(u-
ET)cycIen}(HZO)z]3+ con los distintos nucledtidos estudiados en este trabajo.

Se han determinado los pardmetros de activacidon térmica para estas reacciones de
substitucién, que también aparecen en la Tabla 4.3. Los valores de AH* son
ligeramente inferiores a los esperados y para AS* se encuentra una variedad de valores
que comprende datos tanto positivos como negativos. Esta claro que la naturaleza de
las especies entrantes juega un papel importante en las interacciones del complejo de

esfera externa, que no se acumula en este sistema.
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Tabla 4.3. Resumen de los parametros cinéticos y de activacion para la reaccién de la especie dimera
incubada de [Co{(u—ET)cycIen}(HZO)Z]3+ con el nucledtido 5’-CMP a diferentes pHs (0.4 M MES/HEPES, | =
1.0 NaClOy).

Ligandoentrante | pH | *®k/M7's™ | AH' /k) mol™ | AS® /) K 'mol™
ki =2.1x107
k., =2.1x107""° .
6.0 K, = 9.9%10" No determinado
k,=7.9x10""
ky=7.7%x107 115+4 78+14
_ _ k., =4.8x107""° 7915 —-58+16
5’-CMP/5’-CMP? 6.5 -
/ k,=1.1x10" 7146 —78+20
k,=1.8%x107""° 129+9 93430
ki =9.3%x107
k., =9.2x107""° ,
7.0 k= 16x10° No determinado
k,=2.4x107""°

. -1
® Constante de la etapa inversaens .

Timidina 5’-monofosfato Las reacciones de substitucion con el nucleétido 5’-TMP
se han llevado a cabo para generalizar el tipo de comportamiento de los diferentes
ligandos fosfato con el complejo dimero de [Co{(u—ET)cycIen}(H20)2]3+. Ademas, la
naturaleza de este ligando permite las dos posibles coordinaciones sobre el centro
metalico, O- 6 N-. Cuando la coordinacidn tiene lugar por el grupo N- del nucledtido se
produce la desprotonacion de la unidad {ONO} del ligando entrante. En el estudio de
estos procesos se ha evitado el uso del tampon MES, puesto que éste producia
reacciones secundarias de interaccion con el nucleétido en las condiciones de nuestro

trabajo.

Los cambios temporales en los espectros electrénicos para estas reacciones de
substitucién a 40 °C (posteriores al proceso de incubacion indicado anteriormente), se
ajustan a una secuencia de 2 etapas consecutivas que se adecuan al modelo A — B,
seguido de B — C. En la Figura 4.13 se puede apreciar un ejemplo de este tipo de
cambios en el espectro UV-Vis para esta reaccidon, ademas de la dependencia que
presentan las constantes cinéticas observadas con el pH y la concentracién de
nucledtido. En la Tabla A.4 del Apéndice A aparecen todos los valores de las constantes
cinéticas de pseudoprimer orden observadas para este sistema en las diferentes

condiciones del estudio. Tal como se puede observar en la Figura 4.13b el valor de
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kobs1, correspondiente a la primera etapa del proceso, no presenta una dependencia
con el pH, mientras que para kobsy, €sta dependencia no es relevante en el estrecho

margen de estudio.
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Figura 4.13. a) Cambios en el espectro electrdnico para la reaccién de substitucion de la especie dimera
equilibrada de [Co{(u—ET)cycIen}(HZO)Z]3+ a una concentracién 5x10™ M con el ligando 5’-TMP (0.07 M) a
pH 6.5 (0.4 M HEPES); 5 horas a 40 °C, | = 1 (NaClQ,). b) Variacion de las constantes cinéticas observadas
para la misma reaccién a todos los pHs estudiados (a, pH=6.2; o, pH=6.5; ¢, pH=6.8; 0, pH=7.0; 0.4 M
HEPES, /= 1.0 (NaClO,)).

Como en los casos anteriores, se han realizado experimentos de RMN de p 3
diferentes tiempos de reaccidén para determinar las especies intermedias y finales en
solucién. La concentracién de Co(lll) para estas pruebas es la misma usada para las
cinéticas ordinarias, con un exceso de 5 veces la concentracion de ligando a substituir.
Cuando ha transcurrido 1 hora a una temperatura de 40 °C del proceso de
substitucién, sélo aparece una sefial intensa a 2.9 ppm correspondiente al ligando
libre. En este periodo no se observa la presencia de fosfato coordinado al centro
metdlico, a pesar de la actividad de substitucién detectada en estas condiciones.
Después de un periodo de 4 horas a esta misma temperatura, se puede observar una
nueva sefial a 12.6 ppm que se asocia a la coordinacién de una molécula de ligando
por la unidad O-fosfato. La intensidad relativa de esta sefal respecto al ligando libre
nos indica la entrada de una molécula de 5’-TMP por unidad dimera de {Co"(N).}. Estos
resultados indican la formacion inicial del complejo [(Co{(u-ET)cyclen}(N-5-TMP))(pu-

OH)(Co{(u-ET)cycIen}(HZO))]4+ que posteriormente evoluciona a la especie [(Co{(u-
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ET)cycIen}(N-S'-TMP))(p-OH)(Co{(u-ET)cycIen}(O-S'-TMP))]2+. A tiempos largos de
reacciéon esta especie isomeriza formando la especie final [(Co{(u-ET)cyclen}(O-5'-
TMP))Z(M-OH)]2+ (Esquema 4.4, parte inferior), evidenciada por la aparicion de una

nueva sefal en el espectro de RMN de 3pa17.4 ppm.

La Tabla 4.4 muestra los pardmetros cinéticos y de activacidon relevantes para los
procesos de substitucidon estudiados con este ligando. Sorprendentemente, la entrada
de la primera molécula de 5’-TMP, presenta unos valores de AH* muy bajos, mientras
que los de AS y AVF son negativos. El caracter asociativo de estas reacciones de
substitucién se puede relacionar con la formacion determinante de complejos de
esfera externa entre las unidades {ONO} del nucleétido y los grupos NH del ligando
tetradentado (Figura 4.14, izquierda), ya observada para complejos similares.!*® Estas
interacciones por enlace de hidrégeno en el complejo de esfera externa, pueden
determinar la selectividad de algunas reacciones de substitucién, tal como se
representa en la Figura 4.14 (derecha), donde se justifica la selectividad de la segunda

entrada de nucledtido por el grupo O-fosfato.
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Figura 4.14. Interacciones por enlace de hidrégeno involucradas para las reacciones entre el complejo
dimero de [Co{(p-ET)cycIen}(HZO)Z]3+ y el nucledtido 5’-TMP.
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Tabla 4.4. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion para la reaccién de la especie dimera
incubada de [Co{(u—ET)cycIen}(HZO)z]3+ con los nucleétidos 5'-TMP y 5’-UMP a diferentes pHs (0.4 M
HEPES, / = 1.0 NaClQ,).

Ligando entrante | pH | o | Kos /M™ | AH* /k) mol™ | ASs* /1K 'mol™ |AV* Jem*mol™
6.2-7.0| k; =4.1x10" 20 43+3° |  -160¢8° | -15+2°
6.2 | k,=3.0x10"" No determinado
5-TMP/5'-TMP* | 6.5 | k,=3.5x10"" 105¢5° | 20+14° | o0#08°

— 35°¢
6.8 | k,=4.2x10""

7.0 | k,=4.7x107"
k; =5.0x10" 10
k,=6.0x10"" 20
® Determinado a pH = 6.5 y 0.1 M 5-TMP de acuerdo con el limite de las constantes cinéticas
observadas. ° Determinado a pH = 6.5y 27 °C usando k = kops@[s-Tmpj=0.1 m, (Figura 4.13b). ‘ Valor medio
para todos los sistemas.

No determinado

5-UMP/5’-UMP* | 6.5 No determinado

Uridina 5’-monofosfato El estudio de substitucién se prosiguié con 5’-UMP como
ligando entrante, mostrando un comportamiento totalmente analogo al nucleétido 5’-
TMP (Esquema 4.4, parte inferior). Por este motivo, el estudio realizado con este
nucledtido sélo se ha llevado a cabo a pH 6.5. En la Tabla A.4 del Apéndice A aparecen
las constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas para estos procesos de
substitucién. Al comparar estos resultados con los obtenidos para el ligando 5’-TMP se
encuentran algunas ligeras variaciones (Tabla 4.4). En cuanto al valor de Kos, éstos son
levemente menores para el ligando 5’-UMP (10 frente a 20 M™). Por otro lado, se
pueden observar unas constantes cinéticas sensiblemente mayores para el ligando 5’-
UMP derivadas del menor impedimento estérico que presenta el nucleétido (Figura

4.1).

Citidina Después de la realizacién del estudio de substitucion con los
diferentes fosfatos, se llevo a cabo la reactividad con los nucledsidos mostrados en la
Figura 4.1, para hacer una comparaciéon de los sistemas cuando la reactividad tenia
lugar Unicamente por el grupo N- del ligando entrante. El estudio de substitucién con
nucledsidos se ha llevado a cabo alrededor de 40 °C, después del pre-equilibrado de las
muestras, en el margen de pH 6.0 a 7.0 tal como se ha indicado. Con el uso del

t,[114

programa Specfi I los cambios en el espectro UV-Vis para estas reacciones de

substitucién se han asociado a 2 etapas consecutivas, que se ajustan a la secuencia A
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— B, seguido de B — C. En la Tabla A.4 del Apéndice A aparecen los valores para las
constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas en funcion de las diferentes
variables del estudio. Ambas constantes cinéticas, kopst Y Kkobsy, Muestran una
dependencia con la concentracion de este nucledsido. La representacién de los valores
de kops con la concentracion de citidina muestra un comportamiento lineal con una
ordenada en origen para ambas etapas, hecho que implica un equilibrio en las
reacciones (Ecuacidn 2.8 del Capitulo 2). Se ha podido observar una ligera aceleracién
de todas las constantes al aumentar el pH del medio, lo que se ha asociado a la
actuacion de un mecanismo de base conjugada, debido a la presencia de los dos

grupos NH en el ligando tetradentado.

Los experimentos de RMN de 'H con secuencia PRESAT facilitan la deteccion de las
especies intermedias y finales en la reaccién de substitucion en las condiciones
precisas de nuestro estudio. La concentracion de Co(lll) es la misma utilizada en las
pruebas cinéticas ordinarias. El espectro registrado al cabo de 1 hora de reaccion a 40
°Cy a pH = 6.1 (con una ratio inicial [Co"] : [Citidina] = 1 : 5), muestra la aparicidn de
un pequefio doblete a 7.7 ppm, ademads del doblete intenso a 7.8 ppm
correspondiente al protdn para- al grupo N del anillo de citidina (Figura 4.1). Al repetir
este espectro de RMN de 'H transcurridas 24 horas desde el inicio de la reaccién de
substitucién, la sefial a 7.7 ppm crece y aparece otra nueva a 7.6 ppm (Figura 4.15).
Estos datos indican la formacion inicial de un mono-citidina complejo, que evoluciona a
una especie bis-citidina con el tiempo, en un proceso de equilibrio que se muestra en

el Esquema 4.5 (parte superior).

Para este sistema solamente se han determinado los parametros de activacidén térmica
que se indican en la Tabla 4.5, dada la complejidad matematica de los procesos, que
implican reacciones de equilibrio. Estos pardmetros muestran unos valores muy
elevados de AH' con unas AS* >> 0, lo gue se puede asociar a un mecanismo activado

disociativamente como es de esperar para las especies de Co(lll).
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Figura 4.15. Espectros de RMN de 'H con secuencia PRESAT a diferentes tiempos de la reaccién de
substitucién del complejo dimero incubado de [Cof{(p-ET)cyclen}(H 0),]*" con citidina a pH = 6.1; [Co] :

[Citidina] = (5 : 25) x10™ M.
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Tabla 4.5. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion para la reaccién de la especie dimera
incubada de [Co{(u—ET)cycIen}(HZO)z]3+ con el nucledsido citidina a diferentes pHs (0.4 M MES/HEPES, | =
1.0 NaClOy).

Ligandoentrante | pH | *®k/M7%s™* | AW /kmol™ | AS' /1K 'mol™
ky=12x107
k., =2.8x107*?
6.0 kz T 17x10° No determinado
k,=2.7x10""2
k; =13%x107 95+1 19+4
k., =4.4x107*° 112+1 50+4
Citidina 6.5 -
e k= 2.6X10° 10045 20+16
k., =3.0x10"2 11519 41430
ky=17x107
k. =2.0x107°
7.0 kz =5 %107 No determinado
k., =6.0x10"?

. -1
® Constante de la etapa inversaens .

Timidina El ligando timidina se escogié entre otros nucledsidos, dada la
desprotonacién que se produce del grupo NH perteneciente al anillo del ligando
entrante (Figura 4.1), una vez coordinado al complejo metalico.*®" Las variaciones
temporales de los espectros electronicos de esta reaccidon de substitucion entre pH 6.0
y 7.0 alrededor de 40 °C, muestran de nuevo 2 etapas consecutivas, que se ajustan al
mismo modelo matematico comentado anteriormente A — B seguido de B — C. En la
Tabla A.4 del Apéndice A aparecen los valores de las contantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas para las distintas variables del estudio. Se aprecia una
clara dependencia de estas constantes con la concentracién de ligando entrante
(Figura 4.16), pero con un comportamiento independiente del pH del medio de
reaccién. La dependencia de estas constantes con la concentracidn de ligando entrante
es diferente en los dos casos. Para la primera etapa, el valor de kq,s1 muestra un
comportamiento por saturacién (Ecuacién 2.7 del Capitulo 2), mientras que para la
segunda etapa, la dependencia de kqns; con la concentracion de nucledsido es lineal
(Ecuacién 2.8 del Capitulo 2). Los valores recogidos en la Tabla 4.6, tanto de k; (s™)
como de las pendientes k; (M*s™), son una media de las constantes cinéticas

observadas a los diferentes pHs del estudio (Figura 4.16b). Estos procesos
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corresponden a la entrada consecutiva de 2 moléculas de timidina sobre el dimero de

Co(lll), tal como se muestra en el Esquema 4.5 (parte inferior).

Para estas reacciones se han determinado los pardmetros de activacién térmicos y
baricos que aparecen en la Tabla 4.6. Sorprendentemente, el valor determinado para
AS* es practicamente cero y el valor de AVF es negativo para k; y positivo para k». La
falta de correlacién entre AS*/AVF puede estar relacionada con la existencia de
interacciones por enlace de hidrogeno con el solvente en el estado de transicion del
proceso de substitucion. Estos hechos le dan un componente mas asociativo a estos
sistemas, tal como se ha observado en la substitucidon por 5’-TMP, que deberian ser

intrinsecamente activados disociativamente debido al centro de Co(III).[log’lsg]

a) b)
0.0045 1 . 5
. n
(o] obsl
3 0.00301
8
g - 0.0015-
g © 7 3
Q » []
5 £ 0.00024
@ x k
Qo obs2
<
0.0001 -
r T T T . 0.0000 ; : T T
350 400 450 500 550 600 650 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08
Alnm [Timidina] /M

Figura 4.16. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccion de substitucion de la especie dimera
incubada de [Co{(u-ET)cycIen}(HZO)2]3+ a una concentracién 5x10™ M con el ligando timidina (0.04 M) a
pH 7.0 (0.4 M HEPES); 5 horas a 40 °C, | = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas observadas
para la misma reaccion a todos los pHs estudiados (A, pH=6.0; o, pH=6.5; 0, pH=7.0; 0.4 M MES/HEPES, /
= 1.0 (NaCloy)).

Tabla 4.6. Resumen de los parametros cinéticos y de activacion para la reaccién de la especie dimera
incubada de [Co{(u-ET)cycIen}(H20)2]3+ con los nucledsidos timidina y uridina a diferentes pHs (0.4 M
MES/HEPES, / = 1.0 NaClQO,).

Ligando entrante| pH | W m it | Kos /M | AH* /k) mol™ | As* /1 K 'mol™ |AVt Jem®mol™

ky=4.5%107°° 100 95+4 11+14 —8+1°
Timidi 6.0-7.0 ~
imidina k, = 3.2%10° - 90+7 822 411°
ky=7.7x107° 40
Uridina 6.5 li s 1x1%_3 No determinado
2= 6. -

® Comportamiento limitante, en s. ? Determinado a pH = 6.5 y 30 °C usando k; = Kobs@(Timidinal=0.08 M,
(Figura 4.16b). © Determinado a pH = 6.5 y 30 °C usando k = Kobs@[Timidinaj=0.08 m/0.08 (Figura 4.16b).
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Uridina Finalmente el estudio de substitucién se completd con el
ligando uridina, obteniendo unos resultados equivalentes a los indicados para el
nucledsido timidina, como es de esperar dada su semejanza estructural (Figura 4.1).
Estos resultados manifiestan un paralelismo con el estudio comparativo realizado con
los nucleétidos 5’-TMP y 5’-UMP. En vista de estos hechos, no se ha llevado a cabo un
estudio exhaustivo de su reactividad. A pH = 6.5 se pueden observar dos etapas de
reaccidon, ambas con unos valores de ks dependientes de la concentracién de ligando.
En la Tabla A.4 del Apéndice A se registran los valores de las constantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas para estos procesos de substitucion a 40 °C. Estas
reacciones se pueden asociar a la misma secuencia mostrada para el ligando entrante
timidina en el Esquema 4.5 (parte inferior). Los datos cinéticos mas relevantes
determinados para estos experimentos se incluyen en la Tabla 4.6. La aceleracién que
presenta respecto a la timidina puede asociarse al menor impedimento estérico de
este ligando, lo que reafirma la contribucion asociativa al proceso. Como se ha podido
observar para los nucledétidos analogos 5’-TMP y 5’-UMP, también se aprecia un valor

inferior de Kos para el ligando uridina respecto a la timidina (40 frente a 100 MY).
Resumen de resultados

Para el complejo [Co{(u-ET)cycIen}(H20)2]3+, se ha determinado de nuevo la formacién
en disolucion de especies dimeras con puente OH entre centros de Co(lll) en el
margen de pH de nuestro trabajo. A pHs cercanos al fisiolégico, se forma
mayoritariamente el dimero con un solo ligando u-OH entre centros de Co(lll),
mientras que a pH = 7.5 se forma una especie inactiva frente la substitucién con dos
hidroxo-puentes, tal como ya se ha establecido para el compuesto analogo cis-
[Co(cyclen)(HzO)z]3+. En los procesos de substitucion también se observa la actuaciéon
de un mecanismo de base conjugada. De todos modos, la substitucién parcial de los
grupos NH del ligando macrociclico disminuye de un modo notable la reactividad de
este complejo, tanto en la formacién de las especies dimeras, como en las reacciones

de substitucién posteriores.
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Los estudios cinético-mecanisticos llevados a cabo en estas reacciones de substitucion
sobre las disoluciones equilibradas del complejo de Co(lll) con moléculas
biolégicamente relevantes, siguen un mecanismo activado disociativamente como
norma general. Sin embargo, se ha observado una preferencia en el modo de
coordinacion de estos ligandos, lo que da un cierto caracter asociativo al sistema. La
aparicién de un comportamiento limitante en el valor de kops, con un valor apreciable
de Kos es indicativa de la importancia de la formacién de complejos de esfera externa.
Estos complejos son, en parte, responsables de la diferente coordinacién por los
grupos O- y N- del ligando entrante, como se ha podido observar para el nucleétido 5’-
TMP. Las interacciones por enlace de hidrégeno formadas entre la unidad {ONO} de la
timidina con los grupos NH del ligando macrociclico tetradentado fomentan este tipo

de interacciones incrementando la asociatividad del sistema.

[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H;0),](CF3505)3

Para completar el estudio de substitucidn sobre los compuestos de Co(lll) indicados en
la Figura 4.5, se utilizé el complejo [Co{(Me),(p-ET)cyclen}(H,0),]*". Este compuesto
presenta como particularidad que los 4 grupos N del ligando macrociclico tetradentado
estan totalmente substituidos, evitando asi la aceleracion de los procesos de
substitucién por la actuacidon de un mecanismo de base conjugada. Asimismo, en este
compuesto la ausencia de los hidrégenos sobre los grupos N del macrociclo, evita
algunas de las interacciones de enlace de hidrégeno observadas para los complejos de

cobalto anteriores.

Los valores de los pK, de este complejo, asociados a los ligandos acuo coordinados al
centro metalico, son pK,1 = 3.7 y pK,, = 7.1. Asi, en este caso, el sistema existe como
mezcla de especies mono- y bis-hidroxo en el margen de pH de nuestro estudio, de 6.0
a 8.0. Como en los sistemas de cobalto anteriores, se ha realizado un estudio previo
respecto a la especiacion y estabilidad de este complejo en el medio de reaccién a los

distintos pHs del estudio.
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Especiacion y estabilidad en el medio de reaccién

El estudio de la especiacion y estabilidad del complejo [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),]*"
se ha llevado a cabo en el intervalo de pH de 5.5 a 8.0 y a 25 °C, con el uso de las
soluciones amortiguadoras de MES y de HEPES. Se han ensayado distintas
concentraciones de complejo metalico (5-20 x 10* M) y, para el rango de pH de 5.5 a
6.8, s6lo se aprecian unos pequenos cambios lentos en el espectro electrénico con una
duracion de 1 hora 30 minutos. Estas variaciones en el espectro UV-Vis se podrian
asociar inicialmente a la primera etapa de la dimerizacion mostrada en el Esquema 4.1.
Los espectros electrénicos no se modifican pasadas 24 horas a una temperatura de 50
°C en el mismo medio de reaccidn. Para determinar la naturaleza de estos procesos, se
han seguido también mediante RMN de *C. Para experimentos a pH = 6.8, aparecen
las mismas 4 sefiales en el espectro de RMN de B¢ pertenecientes al ligando
macrociclico (ver Experimental), a tiempo inicial y final de la supuesta dimerizacion.
Como consecuencia, no hay evidencia de la formacién de cantidades relevantes de la
especie mono-p-OH en solucidn para estas condiciones del estudio, que implicaria una
pérdida de la simetria del sistema. Esta claro, pues, que las pequeiias variaciones del
espectro UV-Vis se asocian a la formacién de la especie dimera totalmente simétrica
[Co{(Me)z(p.-ET)cycIen}(u-OH)]24+, en una reaccién de equilibrio que estd muy poco
desplazada hacia esta ultima especie. Sin embargo, cuando el seguimiento de estos
procesos se lleva a cabo a pH > 7.1 (HEPES), las variaciones en el espectro UV-Vis son
mucho mds notables. En estos experimentos se observan claramente 2 etapas de
reaccidon a unas escalas de tiempo de 20 horas a 25 °C, que se asocian de nuevo a la
formacion final de los complejos diméricos bis-u-OH representados en el Esquema 4.1.
Como en los casos anteriores, se han realizado experimentos sin el uso de soluciones

tampon, obteniendo los mismos resultados ya citados.

Asi pues, el comportamiento de este complejo es substancialmente distinto al de los
compuestos de Co(lll) anteriores. En el margen de pH de 5.5 a 6.8 se encuentra como
especie  dominante en solucién el complejo mondmero [Co{(Me);(p-

ET)cyclen}(H,0)(OH)]**, con la formacién de pequefias cantidades del dimero
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[Co{(Me)z(p.-ET)cycIen}(u-OH)]24+. A pHs mas basicos (pH > 7.1), el equilibrio entre las
especies mondmera y dimera esta significativamente mads desplazado hacia ésta
ultima, formandose la especie inerte bis-u-OH entre centros metalicos en el medio de
reaccion (Esquema 4.1). En ningln caso se observa en solucion la presencia de la

especie mono-1-OH en cantidades significativas.
Estudio de substitucién de los ligandos acuo

Las reacciones de substitucién sobre el complejo [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(H20)2]3+ se
han estudiado con los ligandos: CI', fosfato inorgéanico, timidina, uridina, citidina 5’-
monofosfato (5’-CMP) y timidina 5’-monofosfato (5’-TMP), alrededor de 50 °C en un
margen de pH de 5.5 a 6.8. En este intervalo de pH la especie mayoritaria es el
[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0)(OH)]** como ya se ha sefialado. A pHs superiores, en el
espectro electréonico sélo se aprecian los cambios asociados a los procesos de
dimerizacion del complejo de cobalto, formando especies muy inertes a la
substitucion, [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(OH).]* y [Co{(Me),(p-ET)cyclen}(u-OH)1,™. El
estudio de las reacciones de substitucidn se realizd con excesos de ligando entrante
suficientemente altos como para garantizar condiciones de pseudoprimer orden, tal
como se detalla en el Experimental (Capitulo 7). En estas condiciones de pH y

temperatura las reacciones tienen una duracion de 12 a 24 horas.

Cloruro Como en todos los casos anteriores, el estudio de substitucion se
inicié con el CI' como ligando entrante. En concordancia con los compuestos de cobalto
anteriores, no se producen variaciones en los espectros electrdnicos en las condiciones
de trabajo aparte de las pequefias variaciones indicadas mas arriba. Monitorizando la
mezcla de reacciéon durante 24 horas a 50 °C tampoco se aprecian cambios
significativos. Es decir, no existen reacciones de substituciéon por ClI" en estas

condiciones.

Fosfato inorgénico El estudio de la reactividad del complejo [Co{(Me),(u-
ET)cyclen}(H,0),1** con el ligando fosfato inorganico se llevé a cabo, como en los casos

anteriores, como modelo para los procesos de substitucion con los nucleétidos
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indicados en la Figura 4.1. Debido a los cambios espectrales observados inicialmente
para el complejo de Co(lll) en solucidén, asociados a la formacién de pequeiias
cantidades de [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(u—OH)]24+, se dejaron incubar las muestras
durante 1 hora 30 minutos a 25 °C, antes de afiadir el ligando a substituir. Usando la
metodologia indicada en el Experimental (Capitulo 7), las variaciones temporales de los
espectros electrénicos para estas reacciones de substitucion se monitorizaron a las
condiciones de pH y temperatura relevantes. Los cambios en el espectro UV-Vis
observados resultan indicativos de la actuacién de una sola etapa de reaccién que se
ajusta al modelo A — B (Figura 4.17a). En este caso, el maximo en el espectro
electrénico se desplaza hacia energias mds bajas, como corresponde al cambio a un
ligando de campo mas débil. Este proceso no se observa a pHs > 7.1, de acuerdo con la
formacion de las especies inertes [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(OH),]" y [Co{(Me),(u-
ET)cycIen}(u—OH)]24+, anteriormente citadas. En la Tabla A.5 del Apéndice A se incluyen
las constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas para estos procesos a las
diferentes variables del estudio. Estos valores de kqps siguen una dependencia lineal
con la concentracién de fosfato (Ecuacién 2.8 del Capitulo 2) y se aceleran en medio
acido (Figura 4.17b). Esta aceleracion tiene que ser debida al incremento porcentual de
la especie mas reactiva en solucién, [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H.0),]**, que posee dos

ligandos unidos mas débilmente al centro de Co(lll).
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Figura 4.17. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccion de substitucion de la especie
[Co{(Me)z(u-ET)cycIen}(H20)2]3+, incubada a una concentracién 5x10™ M, con el ligando fosfato
inorgdnico (0.01 M) a pH 6.5 (0.4 M HEPES); 23 horas a 50 °C, / = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las
constantes cinéticas observadas para la misma reaccidon a todos los pHs estudiados (a, pH=5.5; O,
pH=6.0; o, pH=6.5; 0, pH=6.8; 0.4 M MES/HEPES, / = 1.0 (NaClO,)).
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Se han realizado experimentos de RMN de *'P de la mezcla final de reaccién a unas
condiciones de pH = 6.0 y con unas concentraciones relativas [Co™ : [P]=1:5. La
concentracion de Co(lll) es la misma utilizada en las pruebas cinéticas. Los resultados
de estos experimentos muestran la aparicion de una Unica sefial a 10.5 ppm a campos
mas bajos respecto a la sefial del ligando libre, y con una relaciéon de intensidades
entre sefiales Co"L : Lipe = 1 : 4. Esto indica la coordinacién de una molécula de
fosfato, en modo 1n—OP03, sobre el monédmero de Co(lll), tal como se representa en el
Esquema 4.6.

2+

WOH H,PO,/HPO,* \OPO;
{(Me)z(p-ET)cyclen}Co“\\ —_ {(Me)z(p—ET)cycIen}Co“\\
OH

OH

Esquema 4.6. Reacciones de substitucién sobre el complejo [Co{(Me)z(p—ET)cycIen}(H20)2]3+ con fosfato
inorganico en las condiciones de nuestro trabajo.

En la Tabla 4.7 se recogen los parametros cinéticos y de activacion mas relevantes para
los procesos estudiados. De nuevo, se obtienen unos valores de AH* elevados y
positivos para AS y AV*, de acuerdo con un sistema activado disociativamente, propio

de las reacciones de substitucion del ion Co(lll).

Tabla 4.7. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion para la reaccion de la especie incubada
de [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(HZO)Z]3+ con el ligando fosfato inorgénico a diferentes pHs (0.4 M MES/HEPES,
/=1.0 NaClo,).

Ligando entrante | pH | Kk /M's™ | aH' /K mol™ | AS® /1 K 'mol™ | AV /em*mol™
5.5 9.3x10~° ,
6.0 6.7x10" No determinado
H,PO, /HPO,” 6.5 4.6x10° 12045 | 80#15 |  23#1°
6.8 3.6x10 No determinado
7.1 No reactivo

® Determinado a pH = 6.5y 60 °C usando k = Kops@{fosfatoj-0.015 m/0.015 (Figura 4.17b).

Citidina 5’-monofosfato Una vez se ha establecido la reactividad frente Ia
substitucién para el ligando fosfato inorganico, el siguiente paso en el estudio es la
utilizacion de los nucleétidos indicados en la Figura 4.1. Se ha empezado con el ligando

mas simple 5’-CMP, por las razones ya indicadas. En estos procesos el nucleétido 5’-
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CMP presenta una reactividad similar al ligando fosfato inorgdnico en el margen de pH
5.5 a 6.8; en las condiciones de nuestro estudio se encuentra como una mezcla de las
formas 5-CMP/5-CMP>.1"*® Las variaciones en el espectro UV-Vis, una vez
equilibradas las soluciones iniciales de Co(lll), muestran una Unica etapa de reaccién
qgue se ajusta al modelo A — B mediante el programa Specfit (Figura 4.18).[114] La
dependencia del valor de estas kops con la concentracién de ligando entrante es lineal,
tal como se puede apreciar en la Figura 4.18b (Ecuacion 2.8 del Capitulo 2). Como es
de esperar, no se observa ningun tipo de reactividad frente a la substituciéon a pH > 7.1.
En la Tabla A.5 del Apéndice A se recogen las constantes cinéticas de pseudoprimer

orden observadas para estos procesos a las diferentes variables del estudio.

Como para los casos anteriores, se han realizado experimentos de RMN de *'P de la
solucién final con unas concentraciones relativas [Co"] : [L] =1 : 5 y a pH =6.0. La
concentracion de Co(lll) es la misma utilizada en las pruebas cinéticas. En estos
espectros aparece una Unica sefal a 9.7 ppm a campos mas bajos respecto a la sefial
intensa del ligando libre, con una relacién de intensidades entre sefiales de Co"'L : Liipre
= 1 : 4. Estos resultados indican la coordinacién de una molécula de 5'-CMP por el

grupo fosfato de manera monodentada, tal como se muestra en el Esquema 4.7 (parte

superior).
a) b)
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350 400 450 500 550 600 650 0.00 0.03 0.06 0.09
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Figura 4.18. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccion de substitucion de la especie
[Co{(I\/Ie)z(u-ET)cycIen}(H20)2]3+, incubada a una concentracién 5x10™ M, con el ligando 5’-CMP (0.07 M)
a pH 6.5 (0.4 M HEPES); 12 horas a 50 °C, / = 1 (NaClO,4). b) Variacién de las constantes cinéticas
observadas para la misma reaccion a todos los pHs estudiados (a, pH=5.5; ¢, pH=6.0; o, pH=6.5; O,
pH=6.8; 0.4 M MES/HEPES, / = 1.0 (NaClO,)).
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Esquema 4.7. Reacciones de substitucidon sobre el complejo [Co{(Me)z(p-ET)cycIen}(H20)2]3+ con los
distintos nucledtidos estudiados en las condiciones de este trabajo.

En la Tabla 4.8 se incluyen los parametros cinéticos y de activacion mas relevantes
para estos procesos en las condiciones de nuestro trabajo. Andlogamente a la
reactividad mostrada para el ligando fosfato, las reacciones se aceleran en medio
acido, donde existe una mayor proporcion de la especie [Co{(Me);(p-
ET)cycIen}(HzO)z]3+ menos inerte. Los valores determinados de AH* son elevados y los
de AS* positivos, lo que nos indica un comportamiento equivalente a las reacciones de

substitucion estudiadas anteriormente.

Tabla 4.8. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion para la reaccion de la especie incubada
de [Co{(Me),(p-ET)cyclen}(H,0),1*" con el ligando 5’-CMP a diferentes pHs (0.4 M MES/HEPES, / = 1.0
NaClO,).

Ligando entrante | pH | k/Mm's™ | AH /Kmol™ | aS' /1K 'mol™
5.5 3.9x10°° ,
6.0 > 7x10°"° No determinado
5'-CMP/5’-CMP* 6.5 0.94x10°° 12441 77+2
6.8 0.77%107 No determinado
7.1 No reactivo
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Timidina 5’-monofosfato También se ha llevado a cabo el estudio con el ligando 5’-
TMP para generalizar las tendencias en la substitucion con los diferentes grupos
fosfato. Estas reacciones de substitucion se han seguido por espectroscopia UV-Vis,
como es habitual, y una vez equilibradas las soluciones del complejo de Co(lll). Los
cambios temporales de los espectros electrdnicos para estas reacciones muestran 2
etapas que se ajustan al modelo matematico A — B, seguido de B — C (Figura 4.19). A
pH > 7.1 no se observa ningln tipo de reactividad, tal como era de esperar segun los
resultados indicados en la seccidn de especiacion y estabilidad. La presencia de
reacciones secundarias debidas a la utilizacion del tampdon MES, han reducido el
margen de pH de trabajo de 6.2 a 6.8. En la Tabla A.5 del Apéndice A se indican las
constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas para este sistema en las
diferentes condiciones del estudio. En la Figura 4.19a se muestran las variaciones de
las kops determinadas con la concentracién de ligando entrante y del pH. En cuanto al
comportamiento con el pH, estas constantes cinéticas no presentan una dependencia
significativa en el estrecho rango de estudio. De todos modos, existen dos tendencias
distintas del valor de kqps con la concentracidon de nucledtido segun la etapa. Mientras
que para kops1 la dependencia con la concentracién de ligando es lineal (Ecuacion 2.8
del Capitulo 2), para kops2 Se encuentra un comportamiento de saturacion a

concentraciones elevadas de ligando entrante (Ecuacién 2.7 del Capitulo 2).

a) b)
k |
4.0x10* obs1 . 0.12 s
0.10
"
) 2.0x10 « 0.8
v 5
_zé s 0.06
-5
4.0x1071 0,044 Inicial
. obs2 ---—- Intermedio
2.0x10 0.02 ———— Final
0.0 : , . , , 0.00 . . : —
000 002 004 006 008 010 450 500 550 600 650
[5-TMP?/5-TMP] /M A/nm

Figura 4.19. a) Constantes cinéticas observadas para la reaccién de la especie [Co{(Me),(u-
ET)cycIen}(H20)2]3+, incubada a una concentracion 5x10” M, con el ligando 5-TMP a todos los pHs
estudiados (a, pH=6.2; O, pH=6.5; o, pH=6.8; 0.4 M HEPES, | = 1.0 (NaClQ,)). b) Espectros electrdnicos
calculados por Specfit de las especies derivadas del proceso de substitucidn con [5’-TMP] = 0.08 M y pH
6.5 (0.4 M HEPES); 12 horas a 50 °C, / = 1 (NaClO,).

101



REACCIONES DE SUBSTITUCION SOBRE COMPLEJOS DE Co(lll)

Se han realizado de nuevo experimentos de RMN de *'P de la mezcla de reaccién a
diferentes tiempos para identificar la naturaleza de las especies presentes; las
condiciones han sido pH = 6.5 y una relacidon de concentraciones [Co"] : [L] = 1 : 5. La
concentracién de Co(lll) es la misma utilizada en las pruebas cinéticas. Después de un
periodo de 3 horas a 50 °C del proceso de substitucidn, se puede apreciar una sefal
muy pequeiia a 9.3 ppm a campos mas bajos de la sefial intensa del ligando libre, que
aumenta su intensidad pasadas 24 horas en las mismas condiciones. Los resultados
parecen indicar la formacién de la especie Co-O-PO3 solamente en la segunda etapa
del proceso. Para completar la determinacion de estas especies, se han llevado a cabo
experimentos de RMN de 'H con secuencia PRESAT a unas condiciones de pH = 6.2 y
con [Co" : [L=1":5. Después de 3 horas de reaccion a 50 °C, se puede observar la
aparicidon de una senal a 7.9 ppm correspondiente al protdon en para- al N del anillo
junto a la seial intensa del ligando libre (Figura 4.1), indicativa de la coordinacién
inicial por el grupo N del nucledtido. El conjunto de estos datos, puesto que las dos
etapas dependen de la concentracion de 5’-TMP, sugiere la formacién inicial del
complejo mono-N-(5"-TMP) (sefial a 7.9 ppm en el espectro de RMN de H con
secuencia PRESAT), que evoluciona a la especie bis-N,0-(5’-TMP), a tiempos mas largos
de reaccion (sefial a 9.3 ppm en el espectro de RMN de *'P). La secuencia de estos
procesos se representa en el Esquema 4.7 (parte inferior). En este sentido, los
espectros calculados de las especies intermedia y final mediante el programa Specfit se
adecuan a estos resultados (Figura 4.19b). Para la primera reaccién, el desplazamiento
del maximo en el espectro UV-Vis a energias mas elevadas es debido a la coordinacién
por el grupo N-dador del ligando entrante, mientras que para la segunda etapa,
practicamente no se producen variaciones en el valor de Ama por la formacion del

enlace O-(5'-TMP).

Los parametros cinéticos y de activacion mas relevantes para estos procesos de
substitucion con el ligando 5-TMP se recogen en la Tabla 4.9. Sorprendentemente,
para la primera etapa de reaccidn, donde la coordinacion se produce por el grupo N-

(5’-TMP), el valor de AH* no es muy elevado y el de AS* es negativo. Como ya se habia
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observado para el complejo [Co{(p-ET)cyclen}(H20),]>" de la seccién anterior, la
interaccion entre la unidad {ONO} del nucledtido y las aguas coordinadas al metal,
permite la formacién de agregados de esfera externa, que le dan un cierto caracter

asociativo al sistema.

Tabla 4.9. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacidn para la reaccion de la especie incubada
de [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),]*" con el ligando 5’-TMP a diferentes pHs (0.4 M HEPES, / = 1.0 NaClO,).

Ligando entrante | pH | B msT | Kos /M7* | AH* k) mol™ | AS* /1K 'mol™
ki=4.1x10" - 66+8 -88+23
. , | 62,6568 -
5’-TMP /5’-TMP k, =6.8x10 25 121+7 45121
7.1 No reactivo

. . . -1
® Comportamiento limitante, en's .

Timidina Después de la realizacion del estudio de substitucion con fosfato
inorganico y los distintos nucledtidos, el estudio se prosiguié con algunos de los
nucledsidos indicados en la Figura 4.1. En cuanto a la reaccién con el ligando timidina,
el seguimiento de estas reacciones de substitucion por espectroscopia UV-Vis se
realizé en las mismas condiciones anteriores, después del pre-equilibrado de las
soluciones de Co(lll). Este proceso presenta 2 etapas secuenciales de reaccion que se
ajustan al modelo matematico A — B, seguido de B — C (Figura 4.20a). Para este
sistema, tampoco se encuentra ningun tipo de reactividad a pH > 7.1, a causa de la
formacién de las especies inertes mencionadas anteriormente y representadas en el
Esquema 4.1. En la Tabla A.5 del Apéndice A se recogen todos los valores de las
constantes cinéticas de pseudoprimer orden observadas para este tipo de reacciones
de substitucidn en las diferentes condiciones de nuestro estudio. En la Figura 4.20b se
muestran las variaciones de las ko,s con las concentraciones de ligando y del pH. Para
ambos casos los valores de kops1 ¥ kobs» dependen de la concentracion de ligando
entrante pero no del pH del medio en el margen estudiado. Como se puede apreciar
en la Figura 4.20b, la primera constante observada, kops1, muestra un comportamiento
de saturacion con la concentracién de timidina (Ecuacion 2.7 del Capitulo 2), mientras
que para kops la dependencia con la concentracién es lineal (Ecuacién 2.8 del Capitulo

2).
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Figura 4.20. a) Cambios en el espectro electréonico para la reaccidon de substitucion de la especie
[Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(HZO)2]3+, incubada a una concentracién 5x10™ M, con el ligando timidina (0.08
M) a pH 6.5 (0.4 M HEPES); 13 horas a 50 °C, I = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas
observadas para la misma reaccién a todos los pHs estudiados (a, pH=5.5; ¢, pH=6.0; o, pH=6.5; O,
pH=6.8; 0.4 M MES/HEPES, / = 1.0 (NaCl0,)).

Analogamente a los experimentos realizados con los otros complejos de Co(lll), el
estudio de estos procesos mediante RMN de 'H con secuencia PRESAT fue muy
revelador respecto a la naturaleza de las especies existentes a diferentes tiempos de
reaccion. Después de 1 hora a 50 °C a pH = 6.7 y unas concentraciones relativas [Co"] :
[L] = (0.5 : 2.5)x107 M, sélo se apreciaba una pequefia sefial a 7.8 ppm aparte de la
sefial intensa correspondiente al ligando libre a 7.6 ppm; ambas asociadas al protén en
para- al grupo NH del anillo. El desplazamiento de esta sefial a campos mas bajos es el
esperado a causa de la coordinacién del grupo N del anillo de timidina al centro
metalico. Después de 24 horas en las mismas condiciones, aparece una nueva sefial a
8.1 ppm. Estos resultados corresponden a la formacion inicial del complejo mono-
timidina que evoluciona a la especie bis-timidina con el tiempo con una secuencia

como la mostrada en el Esquema 4.8.
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Esquema 4.8. Reacciones de substitucion sobre el complejo [Co{(Me)z(u-ET)cycIen}(HZO)2]3+ con el
ligando timidina en las condiciones de nuestro trabajo.

En la Tabla 4.10 se recogen los pardmetros cinéticos y de activacion mas relevantes
determinados para estos sistemas en las condiciones de nuestro estudio. Estos
pardmetros se han determinado a partir de la ecuacidon de Eyring (Ecuacion 2.13 del
Capitulo 2) y de la variacion de Ink frente a P (Ecuacidon 2.14 del Capitulo 2),
representadas en la Figura 4.21. Para estos procesos, se encuentran unas AH
elevadas, con unos valores de AS* y AV positivos. Estos corresponden, como es de
esperar para un centro de Co(lll), a un sistema activado disociativamente en las

reacciones de substitucion.

a) b)
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Figura 4.21. a) Representacion de la Ecuacién de Eyring para la reaccidon de la especie incubada de
[Co{(Me)z(;,L—ET)cycIen}(HZO)Z]3+ con el ligando timidina a pH 6.5 (0.4 M HEPES); / = 1 (NaClO,). b)
Representacion de Ink frente a P para el mismo sistema.
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Tabla 4.10. Resumen de los parametros cinéticos y de activacién para la reaccion de la especie incubada
de [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(HZO)Z]3+ con los ligandos timidina y uridina a diferentes pHs (0.4 M
MES/HEPES, / = 1.0 NaClQ,).

Ligando entrante | pH | 2 M | Kos /IM™ | AH* /k) mol™ | ASs* /1 K 'mol™ |AV* Jem*mol™

s pg K 3.3x10‘:‘ 20 11545 bb 504_r152 1512:
Timidina k, =1.0x10 - 120410 55120 18+1
7.1 No reactivo
- ki=7.6x10"°| 6 ,
Uridina 6.5 k= 9.0x10° — No determinado

? Comportamiento limitante, en's . ® Determinado a pH = 6.5. “ Determinado a pH = 6.5 y 30 °C usando
k1=Kops@Timidinaj=0.08 m (Figura 4.20b). 9 Determinado a pH = 6.5y 55 °C usando ky=Kops@| Timidinaj=0.08 m/0-08
(Figura 4.20b).

Uridina El estudio de estos procesos de substitucidon también se
llevaron a cabo con uridina como ligando entrante. Dada la semejanza estructural y en
el comportamiento observado con el ligando anterior, el estudio sdlo se realizé a pH =
6.5 y a 50 °C. De nuevo, el seguimiento de estas reacciones muestra 2 etapas
consecutivas que se ajustan al modelo matematico anterior A — B, seguido de B — C.
En la Tabla A.5 del Apéndice A se incluyen las constantes cinéticas de pseudoprimer
orden observadas para estos procesos. Para completar el estudio de estas reacciones,
también se han realizado experimentos de RMN de 'H con secuencia PRESAT
mostrando un paralelismo con el ligando timidina anterior. En vista de estos
resultados, los procesos se pueden asociar a la secuencia mostrada en el Esquema 4.8
para el ligando timidina. Los datos cinéticos mas relevantes determinados para estos
experimentos se incluyen en la Tabla 4.10, donde se aprecia, como en los casos
anteriores, una aceleracion de los procesos, dado el menor impedimento estérico que

presenta el nucledsido uridina respecto al ligando timidina.
Resumen de resultados

El comportamiento observado en solucién para la especie [Co{(Me),(u-
ET)cycIen}(HzO)z]3+ es distinto al de los compuestos estudiados anteriormente cis-
[Co(cyclen)(H20),]*" vy [Cof(p-ET)cyclen}(H,0),]**. A diferencia de éstos, los equilibrios
acido-base que comportan a la formacién de especies dimeras con puentes OH™ entre

centros de Co(lll) son sdlo dominantes a pH > 7.1. A partir de este valor de pH el
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compuesto es inerte a la substitucion debido a la formacion tanto de la especie
[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(OH),]* como de [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(u-OH)],** en el medio
de reaccién. Asi pues, el estudio de los procesos de substitucidon sobre el compuesto
[Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),]*" se ha llevado a cabo entre los pH 5.5 y 6.8, donde la
especie mayoritaria es el mondmero [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(HZO)(OH)]2+ y la
formacion del dimero es poco significativa. Los tiempos de reaccion para estos
procesos son notablemente mas largos que los andlogos con los compuestos
anteriores de cobalto. De todos modos, el comportamiento sigue siendo el esperado
para los complejos clasicos de Co(lll) con configuracion tzgs. La disminucién de la
velocidad se asocia a que para la especie [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(H20)2]3+ no es posible
la actuacién de procesos de base conjugada, al no existir unidades NH en el ligando

encapsulante.

Los parametros de activacidén determinados para estas reacciones de substitucidon son
indicativos de un mecanismo activado disociativamente, es decir, AH* elevadas y
valores de AS* y AV positivos. Como excepcion cabe destacar los valores obtenidos
para el ligando 5’-TMP, como ya se habia observado para los compuestos de cobalto
anteriores. Con este ligando, son posibles unas interacciones entre la unidad {ONO},
ademas del grupo fosfato del nucledtido, con los ligandos acuo coordinados al centro
metalico, lo que conlleva a la formaciéon de agregados de esfera externa que le

proporcionan un caracter mas asociativo al sistema.

107



REACCIONES DE SUBSTITUCION SOBRE COMPLEJOS DE Co(lll)

4.3 Discusion global de resultados para los sistemas de Co(lll)

En el estudio cinético-mecanistico de las reacciones de substitucién sobre los
complejos de Co(lll) con ligandos tripodales y macrociclicos utilizados en este trabajo
(Figura 4.2 y 4.5), cabe destacar la importancia de su especiacién y estabilidad
alrededor del pH fisiolégico (6.0 — 8.0). En estas condiciones, los compuestos en
solucion deberian encontrarse mayoritariamente como hidroxoespecies de
[95,134,137] ¢: . .
cobalto. Sin embargo, en todos los casos se observa la formacién de complejos
dimeros con ligandos p-OH entre los centros metdlicos, tal como se indica en el

124261271 Eotag especies dimeras producen una disminucion de la

Esquema 4.
reactividad respecto a las reacciones de substitucion debido a que los ligandos OH" y p-
OH formados estdan mas fuertemente unidos al metal, dificultando la substitucién por

un mecanismo activado disociativamente, como corresponde a centros de Co(III).[ZO'Zl]

Por otro lado, el uso de diferentes soluciones amortiguadoras, utilizadas para la
estabilizacion del pH, representa un grave inconveniente en algunos casos. La
interaccion que presentan algunas de las especies de las soluciones tampén,
supuestamente inertes, con los complejos de Co(lll) utilizados en este estudio, pueden
modificar los compuestos de partida, produciendo reacciones secundarias. Estos
problemas se han observado muy claramente para el complejo cis-[Co(cyclen)(H20),]**,
donde se ha restringido el uso de las soluciones amortiguadoras a la Unica especie
HEPES. Las interacciones detectadas con otras especies amortiguadoras, producen una
modificacion mas notable del sistema, que incluso no puede asociarse solamente a la
formacién de complejos de esfera externa. Cabe también destacar la reactividad
observada con el fosfato inorganico en todos los sistemas, lo que imposibilita su uso

como amortiguador del pH en estos procesos.

Para los sistemas de Co(lll) estudiados con ligandos tripodales (Figura 4.2), la
formacion en soluciéon de las especies cis-[Co(N)4(u-OH)]24+ y cis-[Co(N)a(OH),]%,
produce una falta de reactividad en cuanto a substitucién, en todo el margen de pH

estudiado. Cabe destacar que los procesos de dimerizacion para la especie
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[Co(TPA)(H,0),]** son notablemente mas lentos gque para el complejo
[Co(tren)(H,0),]**, debido a la ausencia de grupos NH del ligando tetradentado, lo que

evita la reactividad por un mecanismo de base conjugada.[zo'm'm]

Para el grupo de compuestos de Co(lll) con ligandos macrociclicos tetradentados
estudiado (Figura 4.5), se observa, de nuevo, la formacidon de especies dimeras en
solucién en las condiciones de nuestro trabajo. En este caso, sin embargo, estas
especies presentan una reactividad apreciable frente a la substitucién con las
moléculas biolégicamente relevantes empleadas en el estudio. A pesar de que el Co(lll)
tiene una configuracion tzge, gue lo hace quimicamente inerte, la presencia de los
grupos NH en algunos de los ligandos tetradentados utilizados, acelera su reactividad
por un mecanismo de base conjugada. Se ha podido modular este efecto

substituyendo total o parcialmente los grupos N del ligando tetradentado.

En el Esquema 4.9 se muestran las especies finales presentes en soluciones
equilibradas de los complejos de Co(lll) estudiados con ligandos macrociclicos, en las
condiciones de nuestro trabajo. Este conjunto indica la preferencia termodinamica por
la formacién de las especies con ligandos n-OH. Cabe destacar que, para todos los
sistemas, a pHs mas basicos se forman las especies cis-[Co(N)4(p-OH)]24+ y cis-
[Co(N)4(OH),]" que resultan inertes a la substitucién, tal como se ha indicado. Segun se
muestra en el Esquema 4.9, esta reactividad estd relacionada con la presencia de
grupos NH en el ligando tetradentado. En resumen, las especies de cobalto reactivas
en los procesos de substitucion realizados son: el complejo dimero mono-u-OH para
las especies cis-[Co(cyclen)(H20),]*" y [Cof(u-ET)cyclen}(H,0),1**, y el mondmero para
la especie [Co{(Me)z(u-ET)cycIen}(HzO)z]3+. Sin embargo, para el complejo cis-
[Co(cyclen)(H,0),]*", la monitorizacién de las mezclas de reaccidn a tiempos largos,
indica la formacion final de la especie inerte [Co(cyclen)(p-OH)]z‘” en el medio, incluso

en fases posteriores a la substitucion.
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Esquema 4.9. Especies termodindmicamente estabilizadas en solucién para los complejos de Co(lll) con
ligandos macrociclicos tetradentados utilizados en el medio de reaccién del estudio.

La escala temporal de las diferentes reacciones de substitucion estudiadas en este
trabajo, merece una especial atencién. Mientras que para la especie cis-
[Co(cyclen)(H,0),]*" los t1/2 son inferiores a 200 segundos a 25 °C, para el compuesto
totalmente  substituido, [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(H20)2]3+, los tiempos son
notablemente mas largos (20 horas a 50 °C). Esta ultima escala de tiempo es la que se
esperaria para las substituciones cldsicas sobre metales con configuracion tzge, lo que
indica la intervencidn de procesos de base conjugada en los otros casos. Es interesante
destacar que, para ninguno de los complejos de Co(lll) utilizados en este trabajo se ha
observado reactividad con el CI' como ligando entrante. Este resultado es muy
importante, puesto que estas especies en las condiciones biolégicas no se verian
afectadas por el valor de pCl del medio, hecho muy relevante en la reactividad

observada para el cis-[Pt(NHs),Cl,].

El comportamiento general en cuanto a la substitucién sobre estos complejos es
diferente al observado para las especies de Pt(ll). Los sistemas de Co(lll) presentan una
preferencia por los grupos O del fosfato en lugar de los grupos N de las bases purinicas,

a pesar de ser sistemas activados disociativamente. Esta reactividad se ha asociado
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incluso a la hidrélisis de los nucleétidos una vez coordinados al centro metélico,[162'164]

pero siempre en condiciones de pH mas basico que el fisiolégico.[157] Para ninguno de
los complejos de Co(lll) preparados en este trabajo se han apreciado estas reacciones
de hidrdlisis en el margen de pH del estudio. Sin embargo, si que se ha observado que
la reaccidon con nucledtidos donde existe una posible desprotonacién del grupo amina,
conduce a especies coordinadas a través de este grupo N. En estos casos se detecta,

sorprendentemente, una naturaleza del proceso con un caracter mas asociativo.!*®!

En la Tabla 4.11 se recoge un resumen de los parametros cinético-mecanisticos mas
relevantes para los estudios de substitucién sobre los complejos de Co(lll) con ligandos

macrociclicos (Figura 4.5), con los diferentes nucledsidos y nucledtidos utilizados.
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Tabla 4.11. Resumen de los pardmetros cinético-mecanisticos mas relevantes para las reacciones de
substitucién de las especies de Co(lll) con ligandos macrociclicos estudiadas en este trabajo. Los valores
de t;/; se han extrapolado a 25 °C para el conjunto de los procesos observados y a [L] = 0.05 M cuando
es necesario (comportamiento lineal).

cis-[Co(cyclen)(H,0),]*"
Ligando entrante | ti [s | Dependencia | Kos /M™ | AH* /k) mol™ | ASs* /1K 'mol™ |AV* Jem*mol™

ky: saturacion 65 61+1 | -55+2 | -

5’-CMP 3

k,: saturacion 54 No determinado

[Co{(p-ET)cyclen}(H,0),]**
Ligando entrante| ti /s | Dependencia | Kos /M™ | AH* k) mol™ | ASs* /1K 'mol™ |AV* Jem*mol™

Timidi 26x10° k1: saturacion 100 95+4 11+14 -8+1
imidina
k: lineal -- 907 -8122 4+1
Citidina 51x10° ki: lineal -- 95+1 19+4
ky: lineal -- 1005 2016
k1: saturacion 20 43 +3 -160+ 8 -15+2
5-TMP 19x10°
ky: saturacion 35 105+5 20+ 14 0+1
kq: lineal -- 1154 78 +14
5’-CMP 56x10° -
ky: lineal -- 71+6 -78 £ 20

[Co{(Me),(p-ET)cyclen}(H,0),]**

Ligando entrante| ti /s | Dependencia | Kos /M™ | AH' /k) mol™ | AS* /1K 'mol™ |AVt Jem*mol™

Timidina 2ax10° ky: saturacion 20 115+5 50+ 15 15+2
k,: lineal -- 120+ 10 55+20 18+1
& TMP 59x10° kq: lineal -- 66+8 -88+23 3
ky: saturacion 25 121+7 45 +21
5'-CMP 85x10" | ky: lineal - 124+1 7742 -

Los datos resumidos en la Tabla 4.11 indican 1 6 2 etapas de reaccion y, en general,
con mecanismos intimos activados disociativamente. Esto se pone de manifiesto por
los valores elevados de AH* y los de AS* y AVF normalmente positivos. De todos
modos, para los sistemas que contienen la unidad {ONO} en el ligando a substituir
como la timidina o 5-TMP (Figura 4.1), se aprecia en algunos casos un
comportamiento claramente asociativo con AH? pequefias y valores de AS* y AV
negativos. Estos resultados divergentes son solamente justificables si se consideran las

posibles interacciones, previas a la substitucién, entre el complejo de Co(lll) y el

112



CAPITULO 4

ligando entrante en el medio de reaccion. Estas asociaciones de esfera externa, no son
solamente debidas a fuerzas electrostaticas, sino que las interacciones por enlace de
hidrégeno parecen ser dominantes en estos procesos. En este sentido cabe destacar
que, la presencia de grupos NH en el ligando macrociclico tetradentado fomenta este
tipo de interacciones, tal como se esquematiza en la Figura 4.22. Los valores de Kos
entre los complejos [Co{(u-ET)cycIen}(H20)2]3+ y [Cof(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),1* v la
unidad timidina, son un orden de magnitud mayor para la primera especie, que

contiene grupos NH en la estructura del macrociclo.

HO OH HO OH
o) KOS ~ 102 M- (o] KOS ~ 101 M1
J i
x
NP o)\N\ -9
H H ]
\E \b/ | H‘\ /I-I
s (0]
\(]20/ >Co<
H
[Co{(n-ET)cyclen}(H,0),1** [Cof(Me)(n-ET)cyclen}(H,0),1**

Figura 4.22. Interacciones por enlace de hidrégeno involucradas para las reacciones de los complejos
[Co{(;,l-ET)cycIen}(HZO)Z]3+ y [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),]*" con el ligando timidina.

La formacion de estos agregados de esfera externa afiade una selectividad al modo de
coordinacion de los ligandos entrantes, favoreciendo la coordinacién por los grupos O-

0 N- dependiendo de la estructura del ligando.
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Tal como se ha indicado en el Capitulo anterior, los procesos de solvdlisis para producir
acuoespecies reactivas son cruciales en la quimica en solucion de complejos, como el
cis-[Pt(NHs),Cl,]. Otra parte también esencial en el estudio de sus procesos de
substitucién, es la especiacién de los complejos metalicos a pHs préoximos al fisioldgico.
Como ya se ha indicado, la posible formacion de especies con ligandos pu-OH es uno de
los puntos clave a considerar previamente a cualquier estudio de substitucion,
identificando las especies en el medio relevante de reaccién. En este aspecto, se
debera evitar la formacién de complejos inertes con estructura general cis-

[M(N)4(OH)2]™ y cis-[M(N)(p-OH)J,™.

El uso de complejos de Ru(ll) es una buena alternativa a los compuestos de Pt(ll), por
varias razones ya mencionadas en la Introduccién de esta memoria. Los resultados de
diversos ensayos clinicos llevados a cabo con compuestos de Ru(ll) producen pocos
efectos secundarios, en parte debido a que las propiedades quimicas y redox de este

metal, lo semejan al ion Fe(II),”BS]

ampliamente presente en sistemas bioldgicos. A
diferencia del modo de actuacion que esta establecido para el Pt(ll), la actividad del
Ru(ll) esta asociada a una gran variedad de procesos, lo que permite una modulacion
mas amplia en sus mecanismos de actuacién. Estos incluyen la coordinacién a

[166]

biomoléculas, procesos redox relacionados con ROS,™™" ¢ la intercalacién gue tiene

lugar en varios sitios diana de ciertas biomoléculas.**%8!

A pesar de que el centro de Ru(ll) tiene una configuracion tzge, gue lo deberia hacer
inerte, los diferentes estudios realizados muestran una relativa labilidad de sus
complejos. Ademas, aunque la especiaciéon de estos compuestos en los medios
relevantes no ha sido sistemdaticamente determinada, algunos trabajos sobre

[64,169]

complejos de Ru(ll) con interés bioldgico, indican que la formacién de especies

activas de rutenio, implica necesariamente un proceso de substitucion inicial.

En vista de los resultados obtenidos con los complejos de Co(lll) anteriores, se pensé
en la utilizaciéon de complejos de Ru(ll) con estructuras similares, dadas las

propiedades que presentaba el metal. En cuanto a la eleccién de la estructura del
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compuesto metalico, en este caso deberia evitarse la presencia de unidades {HC-NH} a
pHs cercanos a la neutralidad, puesto que éstas aumentan la reactividad redox,
produciéndose la oxidacién del ligando coordinado al metal.**!! Desafortunadamente,
el tamafio de la cavidad derivada del ligando con los grupos amina totalmente
substituidos, {Me,(u-ET)cyclen}, parece ser demasiado pequefia para estabilizar
metales con estado de oxidacion (+2) de la segunda serie de transicion. Como
alternativa, se ha propuesto el uso de complejos de Ru(ll) con ligandos polipiridil, dada

[170]

su importancia como agentes anticancerigenos y la estabilidad que presentan sus

soluciones acuosas.[m]

Por otro lado, aparte del incremento de labilidad mostrado respecto a los complejos
de Co(lll), los compuestos de Ru(ll) siguen generalmente mecanismos activados
asociativamente en las reacciones de substitucién, por lo que resultan muy
interesantes en cuanto a la diferenciacion de biomoléculas. De todos modos se ha
observado cierto caracter disociativo para complejos con una fuerte influencia trans, o
cuando se involucra un mecanismo de base conjugada.[sl’szl Con todo esto en mente,
en este trabajo se realizard un estudio cinético-mecanistico de las reacciones de
substitucién sobre el complejo cis-[Ru(bpy),(H20),]**, representado en la Figura 5.1,
con los nucledsidos y nucledtidos anteriormente indicados en la Figura 4.1 a pHs

cercanos al fisioldgico.

cis-[Ru(bpy)(H,0),1**

Figura 5.1. Complejo de Ru(ll) con ligandos bipiridina utilizado para el estudio de substitucion en este
trabajo.
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cis-[Ru(bpy)>(H20)2](CF3S03);

Como en la seccidn anterior, el primer paso antes de la realizaciéon del estudio de
substitucién, es la determinaciéon de la especiacion y estabilidad del complejo cis-
[Ru(bpy)2(H20),]* en las condiciones de nuestro trabajo. Los valores de los pK, para
este complejo, previamente conocidos, son pK, 1 = 8.9y pKa 2 > 11.°% Estos valores tan
elevados son debidos tanto al estado de oxidacion y tamano del metal, puesto que
forma parte de la segunda serie de transicion, como a las propiedades del ligando. Asi
pues, en todos los casos se encontrara como especie dominante en solucion la
diacuoespecie en el margen de pH de trabajo (6.0 — 8.0). Por esta razén, no se esperan
procesos de dimerizacidn en las condiciones del estudio (como los observados para los
compuestos de Co(lll) anteriores). De todos modos, la presencia de pequeiias
cantidades de la especie cis-[Ru(bpy),(H,0)(OH)]® puede ser relevante para los

procesos de substitucion a pHs > 7.5 y debera considerarse en algunos casos.
Especiacion y estabilidad en el medio de reaccion

A pesar de lo indicado, el estudio de la especiacién y estabilidad de este complejo ha
dado resultados sorprendentes. El seguimiento por espectroscopia UV-Vis de
soluciones de cis—[Ru(bpy)z(HZO)z]2+ a una concentracién de 1x10* M en las
condiciones de nuestro estudio, producen unos pequefios cambios en el espectro, con
una duracién de 5 horas a 25 °C. Estos se invierten cuando la muestra se coloca en
ausencia de luz, y con la misma duracién (Figura 5.2). El proceso es posiblemente
debido a la descoordinacién parcial de los anillos de bipiridina por procesos
fotoquimicos como se ha encontrado en trabajos anteriores en la bibliografl'a.[78’172’173]
Estos mismos procesos se han llevado a cabo ajustando el pH sin el uso de las
soluciones amortiguadoras, obteniendo resultados idénticos. En vista de las
complicaciones que podrian producir toda esta serie de sucesos, todas las reacciones
de substitucidn posteriores se han realizado en ausencia de luz. En estas condiciones, y

como era de esperar, no se encuentra la formacién de especies dimeras con ligandos

u-OH entre centros metalicos, ni los procesos fotoquimicos indicados.
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Figura 5.2. Cambios en el espectro UV-Vis observados en soluciones de cis-[Ru(bpy),(H,0),]** expuestas
a la luz (negro a rojo), y el proceso inverso en ausencia de luz (rojo a verde) a 25 °C; [Ru(ll)] = 1x10™ M,
pH 6.5 (0.4 M HEPES), I = 1 (NaClO,).

Estudio de substitucion de los ligandos acuo

El estudio de las reacciones de substitucion de los dos ligandos acuo en cis del
complejo cis-[Ru(bpy)2(H20),]** se ha realizado en un margen de pH de 6.0 a 8.0 y
alrededor de 25 °C. Tal como se ha mencionado, en este intervalo de pH se encuentra
como especie mayoritaria el monémero cis-[Ru(bpy)2(H,0),]*. Se han utilizado unos
excesos de las concentraciones de los ligandos entrantes suficientes para garantizar

condiciones de pseudoprimer orden, segun ya se ha descrito.

Cloruro Como en todos los procesos de substitucion realizados con los
compuestos de Co(lll) anteriores, el estudio se inicié con CI"' como ligando entrante,
puesto que es un elemento relevante en nuestro organismo.[17'89] A diferencia de lo
ocurrido con los complejos de Co(lll) de la seccién anterior, las reacciones con cloruros
conducen a una substitucién parcial de los ligandos acuo coordinados al metal, en las
condiciones de nuestro trabajo. Las variaciones en los espectros electrénicos para
estos procesos de substitucion muestran una sola etapa que se ajusta, mediante el

114 . .
I a la secuencia matematica A — B, tal como se detalla en el

programa Specfit,[
Experimental (Capitulo 7). Los pequefios cambios observados en el espectro UV-Vis se

asocian a una reaccién de equilibrio poco desplazada hacia el clorurocomplejo, con
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una duracién de 6 horas a 25 °C, incluso con excesos muy elevados de ligando entrante
(Figura 5.3). En la Tabla A.6 del Apéndice A se indican las constantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas para estas reacciones de substitucion en las
condiciones del estudio. Las variaciones de las constantes cinéticas con la
concentraciéon de ligando entrante muestran un comportamiento lineal con ordenada
en origen, que se acelera a pHs mas acidos (Ecuacién 2.8 del Capitulo 2). La
disminucién de velocidad a pHs elevados estd asociada a la presencia residual de la
especie cis-[Ru(bpy),(H,0)(OH)]* en el medio de reaccién. Por una parte, esta especie
monohidroxo, produce un complejo de esfera externa menos favorable {+1}/{-1} entre
los reactivos (a diferencia de {+2}/{-1} del diacuocomplejo). Por otro lado, la presencia
del ligando OH, mas fuertemente unido al metal, dificulta estadisticamente los
procesos de substitucién del agua coordinada. Asi pues, la secuencia de procesos que
intervienen en esta reaccidn de substitucién, en las condiciones de nuestro estudio, se

representa en el Esquema 5.1 (parte superior).

1.004

cis-[Ru(bpy),(H,0),I"

0.754
cis-[Ru(bpy),(H,0),I" + CI (exceso010)

0.50+ cis-[Ru(bpy),Cl,]

Absorbancia /u.a.

0.00 T : : T
400 500 600 700
A/nm

Figura 5.3. Comparacién de los espectros electrénicos de las especies cis-[Ru(bpy),(H,0),]** (rojo) v cis-
[Ru(bpy),Cl,] (negro) con la obtenida después de la reaccién de substitucion de la diacuoespecie con
cloruro (azul); [Ru(ll)] = 1x10™ M, [CI1=0.01 M, pH 7.0 (0.4 M HEPES), 6 horas a 25 °C, / = 1 (NaClO,).

Puesto que los cambios en los espectros electronicos de estas reacciones de
substitucién son muy pequefios y poco reproducibles, y ademas estdan dominados por
la etapa de solvdlisis del complejo de Ru(ll), no se realizé un estudio exhaustivo con CI’

como ligando entrante.
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Esquema 5.1. Reacciones de substitucion sobre el complejo cis-[Ru(bpy),(H,0),]°* con los ligandos
cloruro y fosfato inorganico en las condiciones de nuestro trabajo.

Fosfato inorgénico El estudio de substitucién se continud con el ligando fosfato
inorganico, como modelo de las interacciones con nucledtidos que se estudiaran
posteriormente, alrededor del pH fisioldgico. Los cambios temporales en los espectros
electrénicos del medio de reaccidon se ajustan a una Unica etapa que se adecua al
modelo A — B. En la Tabla A.6 del Apéndice A se indican los valores de las constantes
cinéticas de pseudoprimer orden observadas segun las diferentes variables del estudio.
La dependencia de las kqns con la concentracion de ligando entrante es lineal y
presenta una ordenada en origen (Ecuacién 2.8 del Capitulo 2), lo que implica la
existencia de un equilibrio en la reaccién en las condiciones del estudio, al igual que
para el ion CI'. El valor de las constantes observadas no depende del pH en el rango de
trabajo, a pesar de la mayor proporcién de la especie HPO.* en el medio de reaccién al

(1551 Esto probablemente es debido al incremento

aumentar la basicidad (pK, = 7.22).
paralelo del porcentaje de la especie menos reactiva cis-[Ru(bpy),(H,0)(OH)]* en

solucién que compensa este hecho, tal como ya se ha indicado.

Siguiendo la misma metodologia que en capitulos anteriores, se realizaron espectros
de RMN de *'P de las mezclas finales de reaccién para determinar la naturaleza de las
especies presentes. Estos experimentos se realizaron a pH = 6.5 y a unas
concentraciones de [Ru] : [P] = (O.5:50)><10'3 M. El resultado de estas pruebas fue la
aparicién de una sefial a 12.0 ppm a campos mds bajos respecto de la sefial del ligando

libre en exceso, lo que indica la coordinacion de una molécula de fosfato sobre el
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complejo cis-[Ru(bpy)2(H,0),]*, en forma de n1-0P03, tal como se representa en el

Esquema 5.1 (parte inferior).

En la Tabla 5.1 se indican los parametros cinéticos mas relevantes para estos procesos
de substitucidn en las condiciones del estudio. No se han determinado los parametros
de activacién, puesto que este ligando sélo sirve como patrén para las reacciones de
substituciéon con los nucleétidos posteriores, a la vez que indica la no viabilidad en la
utilizaciéon de disoluciones de fosfato como estabilizadoras del pH para el estudio in

vitro de estos procesos.

Tabla 5.1. Resumen de los parametros cinéticos mas relevantes para la reaccidn de substitucion del
complejo cis-[Ru(bpy)z(HZO)Z]Z+ con el ligando fosfato inorganico a diferentes pHs (0.4 M MES/HEPES, | =
1.0 NaClQy,).

Ligando entrante | pH | g fMsT
i > ky =1.4x10"
H,PO, /HPO, 6.0-8.0 I, =7.2%10°

. -1
® Constante de la etapa inversaens .

Citidina 5’-monofosfato Una vez se ha establecido la reactividad respecto a la
substitucion con fosfato inorganico, el siguiente paso en el estudio es la utilizacién de
los nucledtidos mostrados en la Figura 4.1 como ligandos entrantes. Los experimentos
se realizaron de nuevo en un margen de pH de 6.0 a 8.0 a una temperatura alrededor
de 25 °C. En cuanto a la substitucién con el nucleétido 5-CMP, las variaciones
temporales en el espectro UV-Vis para estas reacciones, en las condiciones del trabajo,
indican de nuevo una sola etapa que se ajusta al modelo A — B (Figura 5.4a). En la
Tabla A.6 del Apéndice A se recogen los valores de las constantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas para estas reacciones de substitucion segun las
diferentes variables del estudio. En la Figura 5.4b se puede apreciar la dependencia de
los valores de kqps con la concentracion de nucledtido y del pH. La variacién con la
concentracién de ligando entrante muestra un comportamiento de saturacién a
concentraciones elevadas, con un valor apreciable de ordenada en origen, lo que

implica un proceso de equilibrio (Ecuacién 2.7 del Capitulo 2), y con acumulacién de
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complejo de esfera externa. Este proceso de equilibrio esta, ademads, confirmado por el
incremento observado de los cambios espectrales al aumentar la concentracion de 5’-
CMP. Los valores de kops, sin embargo, resultan practicamente independientes del pH,
a pesar de la mayor presencia en solucidn de la especie 5-CMP* a pHs elevados.**®
Esto indica que se produce la misma compensaciéon de efectos descrita para la

substitucion por el ligando fosfato inorganico anterior.

a) b)

0.0010+

obs1
0.0008 1

g .
2 0.0006
© o ’ ]
g ©
o £0.0004
o X
%]
o)
< 0.0002 -
0.00 T T T | 0.0000 T T T T :
400 500 600 700 0.00 002 004 006 008 010
2/nm [5-CMP/5-CMP*] /M

Figura 5.4. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccidon de substitucion de la especie cis-
[Ru(bpy),(H,0),]*" a una concentracién 1x10™ M con el ligando 5’-CMP (0.04 M) a pH 7.5 (0.4 M HEPES);
3 horas a 25 °C, | = 1 (NaClQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas observadas para la misma
reaccién a todos los pHs estudiados (%, pH=6.0; 0, pH=6.5; A, pH=7.0; o, pH=7.5; 0, pH=8.0; 0.4 M
MES/HEPES, I = 1.0 (NaClQ,)).

Como en el apartado anterior, se han realizado experimentos de RMN de 3p de la
solucidn final de las mezclas de reaccién, en este caso a pH = 6.5 y a concentraciones
de [Ru] : [5'-CMP] = (0.5:50)><10'3 M. Los espectros finales de estos procesos muestran
la apariciéon de una senal a 13.0 ppm a campos mads bajos respecto de la seiial del
ligando libre en exceso, que se asocia de nuevo a la formacion de la especie nl-(0-5'-

CMP), tal como se muestra en el Esquema 5.2 (parte superior).
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Esquema 5.2. Reacciones de substitucidon sobre el complejo cis—[Ru(bpy)z(HZO)z]2+ con los diferentes
nucledtidos utilizados en las condiciones de nuestro trabajo.

En la Tabla 5.2 se indican los pardmetros cinéticos y de activacion mas relevantes para
estos procesos de substitucion en las condiciones del estudio. Los valores de AH
determinados son elevados y los de AS* positivos, adecuandose, sorprendentemente al
tratarse de un centro de Ru(ll), a un mecanismo activado disociativamente en las

reacciones de substitucion.

Tabla 5.2. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion mds relevantes para la reaccion de
substitucion del complejo cis-[Ru(bpy),(H,0),]** con el ligando 5-CMP a diferentes pHs (0.4 M
MES/HEPES, / = 1.0 NaClO,).

Ligando entrante | pH | 298y /s_1 | Kos /M_1 | AH' /k) mol™ | Ast yai K'mol™
_ _ k, =6.8x107" 22 116+4° 84+12°
5’-CMP™/5’-CMP? 6.0-8.0 -
/ kg =1.8x107" - 102+1° 20+2°
® Determinado a pH = 6.5.
Timidina 5’-monofosfato Las reacciones de substitucidon con el ligando 5’-TMP se

llevaron a cabo para realizar una comparativa con los resultados obtenidos para los
compuestos de Co(lll) estudiados. Como ya se ha mencionado en el Capitulo anterior,
este ligando presenta la particularidad de dos modos de coordinacién posibles: por el

grupo O-fosfato o por el grupo N- del anillo de timidina, produciendo Ila
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desprotonacion de este ultimo al coordinarse. Estos experimentos se llevaron a cabo
en un rango de pH de 6.0 a 8.0 y a una temperatura alrededor de 25 °C. Las variaciones
temporales en los espectros UV-Vis de estas reacciones de substitucion, muestran 2
etapas de reaccién que se ajustan al modelo matematico A — B, seguido de B — C
(Figura 5.5a). En la Tabla A.6 del Apéndice A se muestra el valor de las constantes
cinéticas de pseudoprimer orden observadas para estos procesos en las condiciones
del estudio. Como se puede observar en la Figura 5.5b, se aprecia una dependencia
limitante con la [5’-TMP] para la etapa rapida del proceso (Ecuacién 2.7 del Capitulo 2).
Para el segundo proceso, no existe dependencia de los valores de ko, con la
concentracién de ligando entrante (Ecuacién 2.5 de orden 1, del Capitulo 2).

a) b)

4.0x10°
1.5

3.0x10°
2.0x10° obs1

1.09 § 1.0x10°4

/st

obs

1.5x10" °

0.54
1.0x10*H e

Absorbancia /u.a.

obs2

5.0x10°

0.0 T T T T T — 0.0 T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Alnm [5-TMP/5-TMP*] /M

Figura 5.5. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccidon de substitucion de la especie cis-
[Ru(bpy)z(H20)2]2+ a una concentracién 1x10™ M con el ligando 5’-TMP (0.04 M) a pH 7.0 (0.4 M HEPES);
4 horas a 25 °C, I = 1 (NaClOQ,). b) Variacién de las constantes cinéticas observadas, kops1 Y Kobs2, respecto
a [5’-TMP] para la misma reaccion.

Como en los casos anteriores, se han realizado experimentos de RMN de 3p 3
diferentes tiempos de reaccion para la deteccion de las especies presentes en el medio
de reaccién estudiado, y en las mismas condiciones anteriormente citadas. No ha sido
posible determinar adecuadamente el espectro de RMN de la especie resultante de la
primera etapa, debido al tiempo necesario para la adquisicion de un espectro a unas
concentraciones tan diluidas de reactivos. De todos modos, el espectro de RMN a las
dos horas del inicio de la reaccidn, muestra la apariciéon de una sefial a 13.0 ppm que
aumenta su intensidad a tiempos mas largos de reaccidn. Esto indica la formacion final

. 1 .z .z .
de la especie mono-n"-0-5’-TMP en solucion. Por comparacion con los experimentos
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de substitucion realizados con 5’-TMP como ligando entrante sobre los compuestos de
Co(lll) anteriores, la primera reaccién se asocia a la coordinacion de una molécula de
ligando por el grupo N-5-TMP. Esta evoluciona isomerizando posteriormente a una
especie O-5-TMP en el medio de reaccidn estudiado, tal como se representa en el
Esquema 5.2 (parte inferior). La falta de dependencia con la concentracién de ligando
entrante para la segunda etapa del proceso, permite descartar la formacién de una

especie bis-N,0-(5’-TMP),.

Para estos procesos es importante destacar los cambios inesperados observados en el
espectro UV-Vis de la mezcla de reaccién en la zona de 650 nm (Figura 5.5a). Estos se
tratardn en mas detalle en el estudio posterior de las reacciones de substitucién con

nucledsidos.

Como se puede apreciar en la Tabla 5.3, existe una dependencia con el pH solamente
para los valores de kops1, disminuyendo la velocidad de reaccién a los pHs mas acidos.
Este hecho se asocia a, que a diferencia del ligando 5'-CMP, existe una presencia
notable de la especie totalmente desprotonada, mds reactiva, a pHs superiores,
debido al mayor valor de pK, del ligando 5’-TMP (pK, = 6.5).1*" En la Tabla 5.3 también
se recogen los parametros cinéticos y de activacién madas relevantes para estos
procesos de substitucién en las condiciones de nuestro estudio. Los parametros de
activacion se han determinado a partir de la ecuacién de Eyring (Ecuacion 2.13 del
Capitulo 2) y de la variacidon de Ink frente a P (Ecuacién 2.14 del Capitulo 2),
representadas en la Figura 5.6. Para la primera etapa de reaccidn, se encuentran unos
valores de AH bajos y de AS* negativos que se asocian a un mecanismo activado
asociativamente, como los observados para los compuestos de Co(lll) anteriores con
este ligando. Por el contrario, los pardametros de activacién determinados para la
segunda etapa de isomerizacién, se adeclan mas a un proceso activado mas

disociativamente.
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a) b)
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Figura 5.6. a) Representacion de la Ecuacion de Eyring para la reaccién de la especie cis-
[Ru(bpy)z(H20)2]2+ con el ligando 5’-TMP a pH 8.0 (0.4 M HEPES); / = 1 (NaClQ,). b) Representacion de Ink
frente a P para el mismo sistema a 15 °C.

Tabla 5.3. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion mds relevantes para la reaccién de
substitucion del complejo cis-[Ru(bpy),(H,0),]** con el ligando 5-TMP a diferentes pHs (0.4 M
MES/HEPES, / = 1.0 NaClOy,).

Ligandoentrante | pH | Kk /s | Kos /M| BH' /K mol™ | AS* /3 K mol™ | AV’ /em®mol™
k, =1.5x10° 17
6.0 L -
k, =1.1x10 - _
. = 1.6%107 36 No determinado
" TMP™/5’-TMP*” . L= oo
> /5 6> 7, —1ox10” -
2 0.0 K= 5.0x10° 20° 54+4° -116+13° 2644 °F
Tk =1.2x107" - 98+5° 5+18° ~0 P*

® Valor medio de los procesos. ® Determinado a pH = 8.0. ¢ Determinado a 15 °C usando k = Kobs@[s-
TMP]=0.1M (Figura 5.5b).

Citidina El estudio de los procesos de substitucién con los nucledsidos
indicados en la Figura 4.1, se ha llevado a cabo para establecer las diferencias en el
modo de reaccién cuando sélo es posible la coordinacién por el grupo N-dador de las
moléculas biolégicamente relevantes. En cuanto a la reaccién con el ligando no-
desprotonable citidina, los cambios temporales en el espectro UV-Vis de estos
procesos se ajustan a una etapa simple que se adecua al modelo A — B (Figura 5.7a).
En la Tabla A.6 del Apéndice A se muestra el valor de las constantes cinéticas de
pseudoprimer orden observadas para estas reacciones de substitucion segun las
diferentes variables del estudio. La dependencia de las kqs con la concentracion de
ligando es lineal con un valor apreciable de ordenada en origen, lo que implica un

proceso de equilibrio (Ecuacién 2.8 del Capitulo 2). Como se puede observar en la
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Figura 5.7b, en el margen de pH de 6.0 a 7.5 el valor de las constantes observadas es
independiente del pH, mientras que a 8.0 existe una aceleracién. Esta aceleracion es
solamente debida al proceso inverso, k_;, y se relaciona con la formacidn de la especie
menos reactiva cis-[Ru(bpy).(H,0)(OH)]" en el medio de reaccién. En resumen, el
conjunto de datos de estos procesos corresponden a la entrada de una molécula de
citidina, coordinada por el grupo amino, como se representa en el Esquema 5.3 (parte

superior).

a) b)
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340 nm 0.0008 1

0.0006
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Figura 5.7. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccidn de substitucion de la especie cis-
[Ru(bpy)z(H20)2]2+ a una concentracion 1x10™ M con el ligando citidina (0.02 M) a pH 6.5 (0.4 M HEPES);
4 horas a 25 °C, I = 1 (NaClO,). b) Variacion de las constantes cinéticas observadas para la misma
reaccion a todos los pHs estudiados (o, pH=6.0; 6.5; 7.0; 7.5; o, pH=8.0; 0.4 M MES/HEPES, / = 1.0
(NaClOy,)).
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Esquema 5.3. Reacciones de substitucién sobre el complejo cis-[Ru(bpy)z(HZO)z]2+ con los diferentes
nucledsidos utilizados en las condiciones de nuestro trabajo.
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En la Tabla 5.4 se recogen los parametros cinéticos y de activacion mas relevantes para
estas reacciones de substitucién en las condiciones del estudio. Sorprendentemente,
se encuentran dos tipos de comportamiento en estos procesos. Para la entrada del
ligando citidina los valores de AH* son pequefios con AS* negativas, adecuandose a un
sistema activado asociativamente. Para la reaccién inversa, en cambio, las tendencias
son mas disociativas, con AH* elevadas y AS* positivas.

Tabla 5.4. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion mds relevantes para la reaccion de

substitucion del complejo cis-[Ru(bpy),(H,0),]** con el ligando citidina a diferentes pHs (0.4 M
MES/HEPES, / = 1.0 NaClO,).

Ligando entrante | pH | 28k /M7 | AW /Kmol™ | AS* /K 'mol™
k, =4.4x10 5945 ° -96+16 °
6.0-7.5 ! % 3 ;
- k., =2.9x10 12348 96129
Citidina —
8.0 ky =4.4x10 No determinado
' ki=4.1x107""

® Determinado a pH = 6.5. ® Constante de la etapa inversaens .

Timidina Las reacciones de substitucién con el ligando desprotonable
timidina se llevaron a cabo para completar el estudio. En este caso, las variaciones
temporales de los espectros electrénicos para estos procesos se ajustan a dos etapas
de reaccidn, es decir, al modelo A — B seguido de B — C (Figura 5.8a). En la Tabla A.6
del Apéndice A se recogen los valores de las constantes cinéticas de pseudoprimer
orden observadas para estos procesos segun las diferentes variables del estudio. Como
se puede apreciar en la Figura 5.8b, para las dos etapas, los valores de ko,s muestran
dependencia con la concentracion de ligando entrante y con el pH. En ambos casos se
encuentra un comportamiento de saturacion a concentraciones elevadas de
nucledsido, con un valor apreciable de Kos (Ecuacion 2.7 del Capitulo 2). Como ya se
habia visto para los sistemas de Co(lll) anteriormente estudiados, la formacién de
agregados de esfera externa entre los ligandos acuo coordinados al centro metadlico
con la unidad {ONO} del anillo del nucledsido, es responsable de estas observaciones.
En cuanto a la dependencia con el pH, los valores de konst Y Kobs2 Siguen tendencias
opuestas. Para la primera etapa del proceso, se aprecia una disminucién de la

velocidad a pHs mas elevados, que se asocia de nuevo a la presencia de la especie
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menos reactiva cis-[Ru(bpy).(H,0)(OH)]* en el medio. Para la segunda etapa, en
cambio, el proceso se acelera a pHs mas basicos seguramente debido a que se
favorece la desprotonaciéon de la unidad {ONO} en el agregado de esfera externa. El

conjunto de estos procesos se representa en el Esquema 5.3 (parte inferior).

a ) 1.0 b)
o 2.1x10°4
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~° 7.0x10%
0.0
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5 |
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Figura 5.8. a) Cambios en el espectro electrénico para la reaccidn de substitucion de la especie cis-
[Ru(bpy),(H,0),]** a una concentracién 1x10* M con el ligando timidina (0.04 M) a pH 7.5 (0.4 M
HEPES); 5 horas a 25 °C, = 1 (NaClO,). b) Variacién de las constantes cinéticas observadas para la misma
reaccion a todos los pHs estudiados (0.4 M HEPES, / = 1.0 (NaClQ,)).

En la Tabla 5.5 se recogen los pardmetros cinéticos y de activacién mas relevantes para
estas reacciones en las condiciones de nuestro estudio. En ambas etapas, los
parametros de activacion muestran unos valores de AH' bajos y de AS* y AV
negativos, lo que corresponde a un sistema activado asociativamente para estas

reacciones de substitucion.

Tabla 5.5. Resumen de los pardmetros cinéticos y de activacion mds relevantes para la reaccion de
substitucion del complejo cis-[Ru(bpy),(H,0),]>* con el ligando timidina a diferentes pHs (0.4 M HEPES, /
=1.0 NaC|O4)

Ligando entrante | pH | 2%k /s | Kos/M™" | AH' kI mol™ | AS* /) K'mol™ | AV Jem’mol™
ki =3.3x10" 25
6.5 —
k, =6.0x10 20
ky=2.1x10" 23 ,
7.0 7 No determinado
T k2= 1.2x10 17
Timidina 3
k,=1.1%x10 29
7.5 y
k, = 1.3x10 31
2.0 k;=1.1x10 22 88+4 -13#15 —-3043°
' k,=1.4x107" 38 43+1 -179+3 -20#3°

® Determinado a pH = 7.0 y 20 °C usando k = Kobs@(timidinaj=0.1 m (Figura 5.8b).

131



REACCIONES DE SUBSTITUCION SOBRE COMPLEJOS DE Ru(ll)

En los procesos de substitucion estudiados con este ligando es importante destacar de
nuevo el aumento de absorbancia en el espectro UV-Vis en la zona de 650 nm a pHs <
7.0 en las condiciones del estudio. De hecho, estos cambios son dominantes a pH =
6.0, dificultando la cuantificacion de substitucion de los ligando acuo por el nucleésido.
Este tipo de comportamiento es equivalente al que ya se habia observado durante la
utilizaciéon de 5’-TMP como ligando entrante a los pHs mds acidos. Para determinar la
naturaleza de estos procesos, se siguieron estas reacciones a pH = 6.0 por RMN de 'H
con secuencia PRESAT, con unas concentraciones de [Ru] : [L] = (0.5:50)x10 M. Los
resultados de estas pruebas, sobre las soluciones finales de las reacciones de
substitucién, indican sefiales muy anchas a 25 °C, que se ensanchan aun mas a 50 °C,
pero que se estrechan a 15 °C (Figura 5.9), lo que indica la presencia de un movimiento

rapido de los ligandos a temperatura ambiente.

<7 Timidina libre

A 15°C  m mn Am} A

25 °C

PR U VY NS WPV NPV, W | SOV N ————

50 °C

O

95 90 85 80 75 70
S/ppm

Figura 5.9. Espectros de RMN de "H con secuencia PRESAT a temperatura variable de la zona arématica
de la mezcla final de reaccion de la especie cis-[Ru(bpy),(H,0),]** a una concentracién 1x10™* M con el
ligando timidina (0.001 M) a pH 6.0; / = 1 (NaClO,).

Se realizaron experimentos electroquimicos para descartar la posible oxidacion del
centro de Ru(ll) a especies paramagnéticas de Ru(lll), en las condiciones del estudio
qgue produjeran el efecto observado. En estos experimentos electroquimicos, no se
observaron cambios relevantes en el potencial Ru"/Ru" durante y tras la substitucion,
indicando que el potencial redox de la diacuoespecie es muy similar al de la especie

substituida, descartando asi, procesos redox que se activen por substitucion.
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Esta claro que el proceso observado es, por tanto, de naturaleza fluxional y que
involucra la especie de Ru(ll), especialmente a pHs mas acidos, donde los grupos N del
ligando bipiridina pueden ser parcialmente protonados (pK; = 4.4).[174] Este proceso se
asocia al movimiento nz-nl de los ligandos bpy, favorecido por la influencia trans del
nucledsido desprotonado coordinado al centro de Ru(ll) (Esquema 5.4).[100’1101 Para
corroborar estas hipotesis, se realizaron experimentos con uridina como ligando
entrante, obteniendo los mismos resultados. Este es un hecho muy importante puesto
que la actividad de algunos complejos de Ru(ll) estad directamente relacionada con una
posible intercalacién de los ligandos aromaticos coordinados al Ru(ll) con las cadenas
de ADN,!16%17! y es especialmente relevante en el medio mas 4acido existente en

tumores.[m]

EJ{’ \\N/ @

H,0.. [ WO
—<O o H20 '"’”Ru”\‘“

Esquema 5.4. Procesos fluxionales derivados de las reacciones de substitucién sobre el complejo cis-
[Ru(bpy),(H,0),]* con el ligando timidina en las condiciones de nuestro trabajo.

Resumen de resultados

El complejo cis-[Ru(bpy),(H20),]** se encuentra como diacuoespecie en el margen de
pH estudiado, debido a sus elevados valores de pK, evitando de este modo la
formacioén de especies dimeras observadas para los compuestos de Co(lll) anteriores.
Sin embargo, la presencia de la especie cis-[Ru(bpy),(H,0)(OH)]" a pHs mas basicos,
disminuye la reactividad observada para este complejo en el medio de reaccién y

favorece la solvdlisis a esos pHs.

En el estudio de substitucién llevado a cabo sobre el complejo cis-[Ru(bpy).(H20),1*",

solo se ha observado la substitucion por dos moléculas de ligando entrante para los
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nucledsidos con la unidad desprotonable {ONO}, como son timidina y uridina. El resto
de procesos involucra una Unica etapa con un equilibrio de reaccion, incluso con
excesos muy elevados de ligando entrante. Todos estos procesos tienen una duracién
de 3 a 6 horas a una temperatura de 25 °C. En estas reacciones, se ha apreciado una
preferencia termodinamica en la coordinacidon por el grupo O-dador, que incluye la
isomerizaciéon de N- a O- observada en la reaccién con 5’-TMP como ligando entrante.
Para los procesos que involucran la coordinacién via N-dadores, las reacciones de
substitucidn estan activadas asociativamente debido a la formacién de agregados de
esfera externa bien orientados, mediante interacciones por enlace de hidrdgeno,
previos a los procesos de substitucion. Sin embargo, para las reacciones de

substitucion via O-, los procesos estan claramente activados disociativamente.

De todo el estudio de substitucidon realizado, cabe destacar la labilidad del ligando
bipiridina sobre el centro de Ru(ll), inducida por algunos ligandos entrantes con fuerte
influencia trans a los pHs mas acidos. La coordinacién por la unidad {ONO}
desprotonada del anillo de ciertas biomoléculas puede producir una importante

labilidad inesperada en el sistema de {Ru"(bpy),} estudiado.
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CAPITULO 6

Sintesis y caracterizacion de los compuestos

v" Se han sintetizado de manera reproducible los siguientes acuocomplejos de
Co(Ill) y Ru(ll):
= [Co(tren)(H;0),](ClOa4);
= [Co(TPA)(H,0),](CFsSOs)3
= cis-[Co(cyclen)(H,0),](ClO4)3
= [Co{(p-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)3
= [Co{(Me),(p-ET)cyclen}(H20),](CF3S0s);

* [Ru(TPA)(H,0),](CF3S03),

cis-[Ru(bpy).(H,0),](CF3SO3),

De estos, el [Co(TPA)(H;0),](CF3S03); y [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s se han

obtenido por primera vez en este trabajo.

v En todos los casos su estructura se basa en un esqueleto (N); inerte con dos

posiciones mas labiles en cis, ocupadas por ligandos acuo.

v" Los compuestos se han caracterizado mediante las técnicas habituales, es decir:
analisis elemental, espectroscopia UV-Vis, resonancia magnética nuclear de "H

13 . RT . .
y de ~“Cy voltamperometria ciclica. Se han determinado también las constantes

de acidez de los ligandos acuo en ese entorno.

v" Se ha analizado la estructura cristalina mediante difraccién de rayos-X de los
compuestos: [Co(TPA)(H,0),](CF3S03)s, [Cof{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s3)3 v
[Co{(Me)z(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S03)s.
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v" La quimica en solucidén de los complejos de Co(lll) preparados se ha encontrado

caracterizada por la formacién de especies dimeras con ligandos pu-OH entre

centros metadlicos a pHs cercanos al fisiologico.

La formacién de especies dimeras en solucién indica una preferencia
termodindmica por la formacidn de especies con ligandos pu-OH. La presencia
de las especies cis—[Co(N)4(u—OH)]24+ y cis-[Co(N)s(OH),]" conlleva a una
disminucién de la reactividad frente la substitucion; los ligandos OH™ estan mas
fuertemente unidos al metal, dificultando su substitucion activada

disociativamente.

En los procesos de substitucion a pHs préximos al fisiolégico es muy importante
la eleccion de la especie amortiguadora. Existen interacciones muy fuertes de
estas especies, supuestamente inocentes, con algunos de los compuestos de
Co(lll) estudiados. En particular el ligando fosfato inorganico produce la

formacién de fosfatocomplejos que se han podido caracterizar.

La diferente reactividad de las especies estudiadas estd influenciada por la
presencia de los grupos NH en el ligando macrociclico tetradentado coordinado
al metal. Estos grupos propician procesos de substitucion por un mecanismo de
base conjugada. En este trabajo se ha modulado esta reactividad mediante la

substitucidn total o parcial de los grupos NH.

A pesar de la configuracion tzg6 del metal, los tiempos de reaccién encontrados
para los procesos de substitucion son muy variados, debido a la actuacién de
un mecanismo de base conjugada en algunos casos. Estos van desde una escala
de stopped-flow a 25 °C (para la especie cis-[Co(cyclen)(H,0),]**) a 24 horas a
50 °C (para la especie [Co{(Me)z(u—ET)cycIen}(HzO)z]3+).

Las especies reactivas en solucidn en las condiciones del estudio son: el

complejo dimero con un ligando p-OH para los complejos cis-
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[Co(cyclen)(H20),]*" y [Cof(p-ET)cyclen}(H;0),1*, v la especie mondmera para el
complejo [Co{(Me),(p-ET)cyclen}(H,0),]**, es decir:

= cis-[{Co(cyclen)(H20)}2(n-OH)I**
= [{Co{(n-ET)cyclen}(H,0)}(u-OH)I>*

= [Cof(Me)(k-ET)cyclen}(H,0)(OH)1**

Para ninguno de los sistemas estudiados de Co(lll) se aprecia reactividad con el
ClI" como ligando entrante, en las condiciones del estudio, lo que representa
una importante diferencia respecto a los complejos de Pt(ll) bioldgicamente

activos.

El comportamiento general en cuanto a la substitucién sobre estos complejos
es una preferencia termodinamica por el grupo O- de los ligandos entrantes. En
ciertos casos donde la coordinacidn se produce con control cinético via el grupo
N desprotonable del ligando, a tiempos largos de reaccién se produce la

isomerizacioén hacia la forma O-fosfato del mismo ligando.

Los complejos de Co(lll) siguen, generalmente, mecanismos activados
disociativamente. Sin embargo, se ha encontrado un grado de asociatividad
notable en algunas reacciones. Este deriva de la formacion de agregados de
esfera externa, previos a las reacciones de substitucidon. En estos agregados las
interacciones por enlace de hidrégeno con los ligandos acuo coordinados al

metal parecen ser dominantes.

La existencia de interacciones adicionales formadas con los grupos NH del
ligando macrociclico, incrementan la asociatividad del sistema, y en algunos
casos son responsables de la diferente coordinacion por los grupos O- y N- del

ligando entrante.
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v En el estudio de las reacciones de substitucién sobre el complejo cis-

[Ru(bpy)z(H20)2]2+ se ha establecido que, en las condiciones del trabajo, la
diacuoespecie de Ru(ll) es la dominante en el medio de reaccién debido a los
elevados valores de pK, del complejo. Consecuentemente, no hay presencia de
especies dimeras en solucién con ligandos p-OH, como las observadas para los

compuestos de Co(lll) anteriores.

Las reacciones de substitucién sobre el complejo de Ru(ll) tienen una duracion
de 3 a 6 horas a una temperatura de 25 °C, como corresponde a un sistema
mas labil, y en el que los mecanismos de base conjugada no son relevantes por

la ausencia de grupos NH en los ligandos del esqueleto inerte.

La mayoria de procesos estudiados involucran una Unica etapa en una reaccién
de equilibrio. Sélo se ha detectado la entrada de dos moléculas de ligando para
nucledsidos con la unidad desprotonable {ONO}. En todos los casos existe, de
nuevo, una preferencia termodinamica por la coordinacion por el grupo O-,
aunque existen procesos que se caracterizan por un control cinético, formando

inicialmente una coordinacion via el grupo N-dador.

Los procesos de substitucion estdn activados asociativamente cuando la
coordinacion se produce via N-dador. En cambio, cuando la coordinacion se
produce via O-dador, los parametros de activacion se adecdan mas a un

sistema activado disociativamente.

Se aprecia la formacion de agregados de esfera externa donde las interacciones
por enlace de hidrégeno toman especial relevancia. Entre ellas, destacan las de
la unidad {ONO} del anillo de timidina con los ligandos acuo coordinados al

metal.
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v' Como caracteristica especial del estudio de substitucion realizado sobre el
complejo cis-[Ru(bpy),(H;0),]**, remarcar la labilidad inesperada, producida
por los ligandos con unidad {ONO} utilizados, sobre el ligando bipiridina

coordinado al centro de Ru(ll).
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CAPiTULO 7

7.1 Preparacion de compuestos

7.1.1 Ligandos
{(Me),(u-ET)cyclen}

Para la obtencion del ligando macrociclico 4,10-dimetil-1,4,7,10- [N ,Nj

tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano se sigue el procedimiento descrito en

[177]

la bibliografia. Para el proceso es necesaria la sintesis de varios

pasos intermedios tal como se detalla a continuacion.

i. Decahidro-2a,4a,6a,8a-tetraazaciclopentalfglacenaftileno

Se prepara una solucion de 150 g de cyclen (1,4,7,10-
tetraazaciclododecano) en 150 cm? de acetonitrilo y se afiaden 12 cm?® N N
de glioxal al 40 % en peso en agua. Esta mezcla se mantiene en [ )i j
agitacion durante 30 minutos y posteriormente se calienta 2 horas a

50-60 °C bajo atmdsfera de nitrégeno. Se elimina el disolvente y el sélido naranja
obtenido se lava con cloroformo. Se purifica el producto por cromatografia en columna
de alimina neutra; se disuelve el producto en una mezcla de cloroformo/hexano (1:1)
y se eluye con cloroformo. Se obtienen 15.0 g de un aceite incoloro; el rendimiento es

del 86 %.

RMN *H (400 MHz, CDCls, 298 K), 5 /ppm: 2.5-2.8 (m, 8H); 2.9-3.1 (m, 8H); 3.1 (s, 2H).
RMN C (100 MHz, CDCls, 298 K), & /ppm: 50.4; 51.2; 77.4.

ji. loduro de 2a,6a-dimetildodecahidro-2a,4a,6a,8a-
tetraazaciclopenta[fg]acenaftilenio 21©

Se prepara una solucién con 10.0 g de la amina anterior en 300 cm?

de acetonitrilo y se afiade un exceso de Mel (40 cm®); la mezcla se [ )i j

mantiene en agitacion durante 3 dias. Pasado este tiempo, se
burbujea nitrégeno a través de la muestra hasta reducir el volumen a la mltad. Se flltra

el sélido blanco obtenido; el rendimiento es del 45 %.

RMN 3C (100 MHz, D,0, 298 K), 8 /ppm: 43.0; 46.4; 59.0; 64.9; 78.0.
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iii.  4,10-dimetil-1,4,7,10-tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano, {(Me),(u-ET)cyclen}

Se disuelven 10.0 g de la amina anterior en 400 cm® de etanol y se adicionan, en

pequefias porciones, 8.0 g de NaBH;. La mezcla se mantiene en agitacién a

temperatura ambiente durante 3 dias y posteriormente se afiade HCI 3 M hasta pH 1.

Se evapora el disolvente, se redisuelve el producto en 175 cm® de agua y se afiade

NaOH hasta pH 14. Tras varias extracciones con tolueno se obtiene el producto; el

rendimiento es del 81 %.

RMN *H (400 MHz, CDCl3, 298 K), 6/ppm: 2.3 (s, 6H, NCH3); 2.5-2.9 (m, 16 H); 2.9 (s, 4H,

NCH,CH,N).

{(u-ET)cyclen}

Para la sintesis del ligando 1,4,7,10-tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano / \

se sigue el procedimiento experimental descrito en la bibliografia.

NH N

NS

Como para el ligando macrociclico anterior, {(Me),(u-ET)cyclen}, esta

N  HN
—/

sintesis consta de varias etapas las cuales se describen a continuacién.

i. Bromuro de 2a,6a-dibenzildodecahidro-2a,4a,6a,8a-
tetraazaciclopenta[fg]acenaftilenio

A una disolucion de 9.0 g de decahidro-2a,4a,6a,8a-
tetraazaciclopenta[fg]acenaftileno, producto descrito en el
apartado anterior, en 350 cm?® de acetonitrilo, se afiaden 50.0 g de

bromuro de benzilo. La mezcla se agita durante 3 dias, se filtra el

sélido blanco obtenido y se lava con acetonitrilo; el rendimiento es del 80 %.
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ii.  4,10-dibenzil-1,4,7,10-tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano

Se disuelven 12.5 g del producto anterior en 300 cm?® de etanol y se Bn\ /\
afiaden lentamente 33.0 g de NaBH;. Se agita la mezcla durante 4 [N/JNJ
dias y posteriormente se adicionan 250 cm?® de HCl 3 M. Se elimina el N N\
disolvente y el residuo se disuelve en agua a la que se le afiade NaOH —/ “en
hasta pH 14. Se extrae el producto varias veces con tolueno; el rendimiento es del 75

%.

jii. 1,4,7,10-Tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano, {(u-ET)cyclen}

Para este proceso se realiza una hidrogenacién del producto anterior, 4,10-dibenzil-
1,4,7,10-tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano, tal y como se describe en Ia
bibliografia.[177’178] Se purga una suspension de 1.0 g de catalizador 10% Pd/C en 110
cm® de &cido acético glacial. Se disuelven 6.3 g del producto anterior en el mismo
disolvente y se introducen en un schlenk a contracorriente de H,. Se deja reaccionar
durante 24 horas manteniendo la presidon de H, a 1.5 bares. La solucidn resultante se
filtra con celita y se lava 3 veces con 10 cm?® de acido acético glacial. Se elimina el
disolvente y el residuo se disuelve en agua ajustando el pH hasta 14 con NaOH. Se

extrae el ligando organico con tolueno; el rendimiento es del 64 %.

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 298 K), &/ppm: 2.1 (s, 2H, NH); 2.5-2.9 (m, 16H); 2.7 (s, 4H,
NCH,CH,N)
RMN *3C (100 MHz, CDCls, 298 K), & /ppm: 48.4; 50.0; 53.0.
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TPA-nHCIO,
Para la sintesis del ligando tris(2-piridilmetil)Jamina se A
sigue el procedimiento experimental descrito en la N7 (HEOd),
T . [179]
bibliografia. 0 | N

N 3 o > N N
Se afiaden 4 cm® de 2-picolilamina a una solucién de |

X

12.74 g de hidrocloruro de 2-(clorometil)piridina en 20
cm® de agua. Se adicionan, a continuacién, durante 1 hora en pequefas porciones,
15.5 cm® de NaOH 10 M vy la solucidn se calienta 30 minutos a 70 °C; el exceso de base
se neutraliza con HCIl. Se enfria la mezcla y se afiaden 10 cm? HCIO, 6 M como
precipitante. Tras reposo en frio durante 12 horas, aparecen dos fases, un aceite
oscuro y una solucion amarilla. Se decanta esta ultima y se agita la fase oscura con
etanol; el producto final es insoluble en este disolvente. El sélido final se lava con éter;

el rendimiento es del 32 %.

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg, 298 K), &/ppm: 4.3 (s, 6H, CH,); 7.6 (t, 3H, Hoy.); 7.8 (d, 3H, Hoy);
8.1 (t, 3H, Hyy); 8.7 (d, 3H, Hyy,).

7.1.2 Compuestos de Co(lll)

[Co(tren)(H20),](ClO4)s

La sintesis del complejo perclorato de diacuo[tris(2- (\NH
2

aminoetil)amina]cobalto(lll), se lleva a cabo tal y como se C/N,,I I \OH,
‘e ~qit

describe en la bibliografl'a.[95’133’180] Para la formacién de este NH(, \OH

2 2

compuesto se necesita una serie de pasos intermedios cuya NH;

preparacion se detalla a continuacién.
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i.  [Co(tren)(NO,),]Cl

Para la obtencidn del cloruro de [tris(2- (\
NH,

aminoetil)aminaldinitrocobalto(lll), a una solucion acuosa I
/ ///,I n W\ N02
formada por 4.7 g de CoCl,-6H,0 y 2.7 g de NaNO; en frio, se CNH( IO\NO
2 2
aflade gota a gota otra solucion formada por 5.2 g de tren-HCl NH,
(producto comercial) y 1.6 g de NaOH en 7.5 cm? de agua. Se burbujea O, a través de la
muestra durante 4 horas y se obtiene un producto amarillo oscuro que se lava con HCI

1 My acetona; el rendimiento es del 60 %.
Anadlisis elemental para [Co(tren)(NO,),]Cl (Exp. (Tedr.)): %N 25.4 (25.3); %C 21.7 (21.7); % H
5.5 (5.4).

fi. [Co(tren)Cl,]CI

La preparacion del cloruro de [tris(2-aminoetil)Jamina] (\

diclorurocobalto(lll) se realiza de acuerdo al método descrito en la

NH,

N// , wCl
/ "'COIII‘

NH2( | e
NH,

bibliografia. '8

Se calienta con agitacion una suspension formada por 3.2 g de
[Co(tren)(NO,),]Cl en 10 cm® de HCl 6 M hasta que la coloracién de la suspensién
cambia de marrdn a violeta. Se filtra el producto violeta y se lava con etanol y acetona;

el rendimiento es del 95 %.

UV-Vis (HCl conc.), Amax /nm (/M ecm™): 390 (120); 560 (130).

iii. ~ [Co(tren)(H20),](ClO4)3
Se disuelve 1.0 g de [Co(tren)Cl,]Cl en 4.0 cm? de HCF5SO; concentrado en un matraz
en forma de corazén de 3 bocas con burbujeo de N,. Se calienta la mezcla a 90-100 °C
durante 4 horas. Una vez a temperatura ambiente se lava el residuo 3 veces con éter,
se calienta a ebullicién durante 10 minutos en cloroformo y se decanta. El sélido
obtenido se disuelve en 15 cm? de agua y se le afiade un exceso de NaClO,. Se obtiene

un producto rojo; el rendimiento es del 64 %.

UV-Vis (0.1 M HCIO4), Amax /nm (£/M™*cm™): 350 (100); 505 (105).

Constantes de acidez: pK,, =5.5; pK,, = 8.0.
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[Co(TPA)(H;0);](CF3S503)3

\
Para la sintesis del nuevo complejo triflato de diacuo[tris(2- |N/
piridilmetil)Jamina]cobalto(lll) es necesaria la preparacion de N,,'| 4 +\OHa
una serie de precursores que se detallan a continuacion. Z__ S le(I:O‘OH2

/Nl

N\

i. Nag[CO(NOZ)ﬁ]

El hexanitrocobaltato(lll) de sodio se prepara segun el método descrito en la
bibliografia."** Se disuelven 12.0 g de NaNO, en 12 cm® de agua caliente a la que se
adicionan 4.0 g de Co(NOzs),:6H,0. Cuando la solucion cambia a marrén, se anaden
lentamente 4 cm? de acido acético al 50 %; por esta solucién se pasa una corriente de
aire en un bafio a 0 °C. Se afiaden 20 cm? de etanol con agitacion hasta la precipitacion

de un sdélido amarillo; el rendimiento es del 95 %.

ii. ~ [Co(TPA)(NO;),]ClO,

A partir del compuesto anterior se prepara el perclorato de \
dinitro[tris(2-piridilmetil)Jamina]cobalto(lll),  siguiendo el | p
método descrito en la biinografl'a.[lall A una disolucién T
formada por 2.35 g de TPA (producto comercial) en 150 cm?® Xy | //"CIJO""‘,\TOOZ
de agua y 30 cm® de HClO, 2 M, se adiciona gota a gota una — N ?
solucién formada por 3.30 g de Nas[Co(NO,)¢] en 165 cm® de 1 |

agua. Tras calentar la mezcla durante 5 minutos, aparece un

precipitado naranja; el rendimiento es del 40 %.

UV-Vis (H,0), Amax /nm (/M cm™): 470 (270).
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iii. ~ [Co(TPA)CI,]ClO,

Para la sintesis del perclorato de dicloruro[tris(2- |\
piridilmetil)Jamina]cobalto(lll), se sigue el procedimiento N/
descrito en la bibliograﬁa.[zs] Se calienta una suspensién de 0.75 ’;l/"(lzo"' nCl
g de [Co(TPA)(NO,),]ClO, en 6 cm® de HCl 6 M hasta que cambia = N/,L ~ai
la coloracidon de marrdn a violeta. La disolucién se guarda en el g |

\

congelador durante 12 horas vy se filtra el producto obtenido; el

rendimiento es del 98 %.
UV-Vis (MeOH), Amax /nm (e/Mcm™): 376 (750); 554 (140).

iv. [CO(TPA)(Hzo)z](CngC)g)g

Para la preparacién de este nuevo compuesto, se sigue una metodologia similar a la

descrita para el analogo [Co(tren)(H,0),](Cl0,)5.%***!

Se disuelven 0.61 g de [Co(TPA)CI;]ClO4 en 4 cm?® de acido triflico en corriente de N, a
90-100 °C durante 3-4 horas. Tras enfriar la muestra, se afiade éter y precipita un
solido rosado. La suspension de este producto en cloroformo se lleva a ebullicién
durante 10 minutos y se filtra el intermedio [Co(TPA)(CF3S03),]CF3SO3 formado; el

rendimiento es del 91 %.

Finalmente, se disuelve el compuesto anterior en agua y se afiaden unas gotas de
acido triflico concentrado. De este modo se obtienen cristales del compuesto

[Co(TPA)(H,0),](CF3S0s3)s; el rendimiento de la cristalizacion es del 40 %.

UV-Vis (0.1 M HCIO,), Amax /nm (£/M™cm™): 360 (230); 495 (180).

RMN H (400 MHz, D,0, 298 K), o /ppm: 4.7 (d, 2H); 5.1 (s, 2H); 5.2 (d, 2H); 7.2 (d, 1H); 7.5 (t,
1H); 7.6 (t, 2H); 7.7 (d, 2H); 7.8 (t, 1H); 8.1 (t, 2H); 8.4 (d, 1H); 8.7 (d, 2H).

Constantes de acidez: pK,; = 3.3; pK,, = 6.8.
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cis-[Co(cyclen)(H»0),](ClO,);

Para la sintesis del perclorato de cis-diacuo(1,4,7,10- \ NH
HN//,,,l WOH,

tetraazaciclododecano)cobalto(lll) se sigue el procedimiento / _Ccol
N | Yo,

descrito en la biinografia.[95’133'134] Este proceso consta de varias k\//NH

etapas que se detallan a continuacion.

i.  cis-[Co(cyclen)Cl;]Cl

El cloruro de cis-dicloruro(1,4,7,10-tetraazaciclododecano) \ NH
, - . Cl
cobalto(lll) se prepara segun el procedimiento descrito en la |_}N//"”C|:o""\\
7| W,
biinografia,“Sl] con algunas modificaciones. HN | H Cl

Se disuelven 3.0 g de cyclen (producto comercial) en 500 cm® de

agua y se adicionan 5.7 g de CoCl,-6H,0, tras ajustar la disolucidon a pH ligeramente
basico con NaOH, se somete la disolucidn a una corriente de aire durante 75 minutos.
A continuacién se afiaden 60 cm® de HCl concentrado y se deja cristalizar. El
precipitado obtenido se disuelve en HCl 0.1 M y se purifica por cromatografia de
intercambio catidnico mediante una columna Dowex 50Wx2 utilizando HCI como
eluyente con un gradiente de concentracion de 0.5 a 4 M. Se obtiene un producto

violeta; el rendimiento es del 79 %.
UV-Vis (HCl conc.), Amax /nm (/M cm™): 390 (165); 560 (185).

ii.  cis-[Co(cyclen)(H,0),](ClO4)3
Se sigue el mismo procedimiento experimental que para el andlogo

[Co(tren)(H20),](ClOy)3, utilizando cis-[Co(cyclen)Cl,]Cl, tal y como se ha indicado

anteriormente. Se obtiene un producto rojo; el rendimiento es del 71 %.

UV-Vis (0.1 M HClO4), Amax /nm (&/M™ cm™): 360 (135); 500 (180).
RMN *3C (100 MHz, D,0, 298 K), & /ppm: 50.8 ; 52.8; 56.7; 60.0.

Constantes de acidez: pK,; = 5.6; pK,, = 8.0.
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[Co{(p-ET)cyclen}(H:0),](CF3503)s

Para la preparacion del nuevo complejo triflato de diacuo(1,4,7,10- NH
A OH
tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano)cobalto(lll), se sigue el /N////,,(|:O|u‘\\ 2
7Y
procedimiento indicado en la bibliografl'a.[46] Esta sintesis consta de \N I!IH OH,
\V

varias etapas que se describen a continuacion.

i.  trans-[Co(py)4Cl;]Cl-6H,0

La preparacion del cloruro de trans-dicloruro O Cl @
AN N//,'I AN
C

tetrapiridinacobalto(lll) se lleva a cabo tal y como se describe en ol

.y . [182] ~ SN |‘N\
la bibliografia. Se afiaden lentamente 25.0 g de piridina a una || J ¢ | P
solucién formada por 10.0 g de CoCl,-6H,0 en 6 cm? de agua. Se
forma una suspensién azul-rosada, y a continuacion se pasa una corriente de Cl, hasta
gue la muestra queda totalmente verde. Se enfria el producto durante 6 horas, se filtra
y se lava con HCl 1 M; el rendimiento es del 56%. El producto puede recristalizarse en
agua caliente, afladiendo HCl concentrado hasta la aparicion de cristales, se filtra y se

lava con HCI 1 My éter; el rendimiento de la recristalizacién es del 20 %.

ii. [Co{(u-ET)cyclen}Cl,]Cl

Para la formacién del cloruro de dicloruro(1,4,7,10- /\NH
tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano)cobalto(lll), se sigue el ——\N/, | el
L/ i i
procedimiento descrito en la biinografia.[46] \N(| \Cl
K\//NH
Se afiaden 0.80 g de {(n-ET)cyclen} a una solucién formada por 2.40

g de [Co(py)4Cl,]Cl-6H,0 en 85 cm?® de MeOH. Se calienta la mezcla a reflujo durante 12
horas. Se concentra el volumen a la mitad y se afade éter para la precipitacion del

compuesto; el rendimiento es del 63 %.
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il [CO{(M-ET)CYCIEH}(Hzo)z](CFgSOg)g

La sintesis de este compuesto se ha basado en el procedimiento descrito para el

[95,133]

anadlogo cis-[Co(cyclen)(H;0),](ClO4)s, con algunas modificaciones.

Se disuelven en un bafio a 0 °C 0.91 g de [Co{(u-ET)cyclen}Cl,]Cl en 9 cm?® de acido
triflico y se calienta la solucién durante 15 minutos a 40 °C. Tras enfriar la muestra, se
burbujea N, durante 15 minutos. El producto [Co{(u-ET)cyclen}(CFsS03),]CF3SO3 se

precipita y lava con éter; el rendimiento es del 65 %.

El compuesto se disuelve en agua y se le afiaden unas gotas de 4acido triflico
concentrado para la formacidon de cristales de [Cof{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3SOs)s; el

rendimiento de la cristalizaciéon es del 65 %.

Analisis elemental para [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)3-1.5H,0, (Exp. (Tedr.)): %N 7.2 (7.3);
%C 20.1 (20.3); % H 3.7 (3.8); % S 12.6 (12.5).

RMN *H (400 MHz, D,0, 298 K), & /ppm: 3.0 (m, 4H); 3.4 (m, 4H); 3.6 (m, 4H); 3.7 (s, 4H); 4.1
(m, 4H).

RMN “3C (100 MHz, D,0, 298 K), & /ppm: 57.6; 62.8; 63.2 ppm.

UV-Vis (0.1 M HCIO4), Amax /nm (£/M™*cm™): 360 (110); 490 (180).

Constantes de acidez: pK,, =5.1; pK,, =7.4.

[Co{(Me)(u-ET)cyclen}(H;0),](CF3505)3

/\/

El complejo triflato de diacuo(4,10-dimetil-1,4,7,10- \
////, | "It\\ H2

‘OHZ
SN

tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano)cobalto(lll) se prepara segun el L
método indicado en la bibliografia. 4] Esta sintesis consta de varios

pasos intermedios que se detallan a continuacién.

i. Nag[CO(C03)3]'3H20

Para la formacion del precursor triscarbonatocobaltato(lll) de sodio se sigue el

procedimiento descrito en la biinografia.[183] A una suspension de 3.5 g de NaHCOs3 en
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5 cm? de agua en un bafio de hielo, se le afiade lentamente una soluciéon formada por:
2.5 g de Co(NO;),-6H,0, 4 cm® de agua y 1 cm® de H,0,. Se mantiene en agitacién
durante 1 hora a 0 °C y se filtra el producto. Se lava con agua fria, etanol y éter; el

rendimiento es del 90 %.

ii.  [Co{(Me),(u-ET)cyclen}COs]Cl

Para la preparacion del cloruro de nz—carbonato(4,10—dimeti|— /\ /
1,4,7,10-tetraazabiciclo[5.5.2]tetradecano)cobalto(lll), se L ///"'C ||| o
calienta a 60 °C durante 24 horas una solucion de 2.0 g de

{(Me),(u-ET)cyclen} y 9.0 g de Na3[Co(COs)3]-3H,0 en 220 cm?® \

de agua. Se filtra el Co,03 formado por descomposicion y la disolucion se diluye con
700 cm?® de agua. Esta solucién se pasa a través de una columna de intercambio
cationico Sephadex C-25 y se eluye el producto con una solucién de NaCl con un
gradiente de concentracién de 0.01 a 0.1 M. El eluido se lleva a sequedad y se disuelve
en metanol; este Ultimo procedimiento se repite varias veces eliminando los restos de
NaCl. Finalmente se purifica por cromatografia de exclusion con una columna

Sephadex LH-20; el rendimiento es del 45 %.

jii. [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)3
El producto triflato de diacuo(4,10-dimetil-1,4,7,10-tetraazabiciclo

[5.5.2]tetradecano)cobalto(lll) se obtiene mediante la disolucién de 1.4 g del complejo

anterior en 50 cm® de HClIO, 1 M y posterior cristalizacién; el rendimiento es del 68 %.

UV-Vis (0.1 M HCIO,), Amax /nm (£/M™*cm™): 380 (145); 515 (240).

RMN 'H (400 MHz, D,0, 298 K), & /ppm: 2.9 (s, 6H); 3.0 (dd, 4H); 3.6 (m, 4H); 3.7 (m, 8H); 3.9
(m, 4H).

RMN “3C (100 MHz, D,0, 298 K), & /ppm: 54.0; 66.0; 67.2; 71.1.

Constantes de acidez: pK,; =3.7; pK,, = 7.1.
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7.1.3 Compuestos de Ru(ll)

[Ru(TPA)(H>0),](CF3503),

El compuesto triflato de diacuoltris(2-piridilmetil)amina]

rutenio(ll), se prepara segun el procedimiento experimental g/lu MOH,
AN N

descrito en la bibliografl'a.[146’148] Este proceso consta de dos N l Ot

etapas que se detallan a continuacion. |

i.  trans-[Ru(TPA)CI],(ClO4),-%2CH3CN \

Para la sintesis del dimero trans-di-u-cloruro-
bis[tris(2-piridiImetiI)amina]-lKZCI,ZKZCI- | \ | A
dirutenio(ll), se sigue el procedimiento vya N/ N/

descrito en la bibliografia. [184] ';l//'FI{uu‘\Cl/"'I!{u||‘ \NJ/\?

Z__ SN | Y™ | "N
Una solucién formada por 2.0 g de TPA-nHCIO, y /N /N
1.74 g de NEt; en 100 cm® de metanol bajo \l \l

atmédsfera de N,, se afiade sobre otra solucién

gue contiene 0.90 g de RuCl3-:3H,0 en 100 cm?® de metanol. La mezcla se calienta a
reflujo bajo N, durante 8 horas. Se filtra el precipitado obtenido y se disuelve en
acetonitrilo. Tras filtrar las impurezas, se elimina el disolvente y el sélido naranja

formado se lava con éter; el rendimiento es del 24 %.

UV-Vis (CH3CN), Anax /nm: 352; 428.

RMN H (400 MHz, CD5CN, 298 K), §/ppm: 4.3 (s, 2H, CHac); 4.7 (AB, 2H, CH,,); 5.0 (AB, 2H,
CH,ax); 6.8 (d, 1H, Hyyrax); 6.9 (t, 2H, Hoyrec); 7.0 (d, 1H, Hpyrax); 7.4 (td, 1H, Hyyprax); 7.5 (d, 2H,
Hoyrec); 7.7 (td, 2H, Hoyrec); 8.5 (dd, 2H, Hoyrec); 8.8 (d, 1H, Hoyrax)-

RMN *3C (100 MHz, CD;5CN, 298 K), 0 /ppm: 69.2 (1CH,ec); 70.5 (2CH,,a); 119.3 (1CHpyrec); 122.3
(2CHpyrax); 123.3 (1CHyrec); 124.5 (2CHpyrax); 135.0 (1CHyrec); 136.4 (2CHpyrax); 151.7 (1CHyrec);
153.8 (2CHpyr,ax); 163.2 (1CHyrec); 164.4 (2CH 1 ax).
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ii. [Ru(TPA)(H,0),](CF3S03),
Este complejo de Ru(ll) se prepara a partir de una soluciéon formada por 0.40 g del
dimero anterior, trans-[Ru(TPA)CI],(ClO4),-%2CH5CN, en 30 cm’ de agua, a la que se le
afladen 0.19 g de AgCF3SOs; disueltos en 10 cm’® de agua. La mezcla se calienta a reflujo
durante 12 horas, se elimina el sdlido de AgCl y el filtrado se lleva a sequedad. El sélido
verde obtenido se lava con etanol y éter. El producto es muy higroscopico vy
descompone rapidamente al manipularlo en las condiciones ambientales necesarias

para este estudio.

RMN *H (400 MHz, CDsCN, 298 K), & /ppm: 4.6 (s, 2H); 4.9 (d, 2H); 5.0 (d, 2H); 7.1 (d, 1H); 7.2
(t, 1H); 7.3 (t, 2H); 7.5 (d, 2H); 7.6 (t, 1H); 7.8 (t, 2H); 8.7 (d, 2H); 8.9 (d, 1H).
UV-Vis (0.1 M HCIO4), Amax /nm: 350; 395; 635.

cis-[Ru(bpy)»(H,0),](CF3503),

La sintesis del compuesto triflato de cis-diacuo-bis(2,2’-
bipiridina)rutenio(ll) se realiza de un modo similar al descrito para el
complejo [Ru(TPA)(H,0),](CF5S0s),, pero con algunas

[148]

modificaciones, Esta consta de dos etapas que se detallan a

continuacion.

i.  cis-[Ru(bpy),Cl;]
Para la preparacion del complejo cis-bis(2,2’-bipiridina)
diclorurorutenio(ll) se sigue el procedimiento experimental indicado

enla bibliografl'a.[m]

Se calienta a reflujo una solucién formada por 7.80 g de RuCl;-3H,0,

9.36 g de bpy y 8.40 g de LiCl en 50 cm?® de N,N-dimetilformamida
durante 8 horas. Una vez a temperatura ambiente se afiaden 250 cm? de acetona y se
mantiene la disolucién en el congelador durante 12 horas. Se filtra el producto verdoso

y se lava con agua, se seca al aire y finalmente con éter; el rendimiento es del 73 %.
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RMN *H (400 MHz, CDCls, 298 K), & /ppm: 6.8 (td, 2H); 7.4 (td, 2H); 7.5 (td, 2H); 7.6 (dd, 2H);
7.8 (td, 2H); 7.9 (dd, 2H); 8.1 (dd, 2H); 10.3 (dd, 2H).

ii.  cis-[Ru(bpy)2(H20),](CF3S03),
Para la sintesis del compuesto final de Ru(ll), se calienta a reflujo durante 3 horas en
atmdsfera de N, una solucién formada por 0.50 g de cis-[Ru(bpy),Cl,] vy 0.51 g
AgCFs50; en 50 cm’ de agua a la que se han afiadido unas gotas de &cido triflico
concentrado. Se filtra la solucién y se elimina el disolvente obteniendo un sdlido rojo;

el rendimiento es del 66 %.

RMN H (400 MHz, CD5CN, 298 K), 5/ppm: 7.2 (td, 2H); 7.6 (dd, 2H); 7.9 (td, 2H); 8.0 (td, 2H);
8.3 (td, 2H); 8.4 (dd, 2H); 8.5 (dd, 2H); 9.3 (dd, 2H).
UV-Vis (0.1 M HCIO4), Amax /nm (£/Mcm™): 340 (8260); 480 (9770).

Constantes de acidez: pK,, = 8.7; pK,, > 11.
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7.2 Metodologia cinética

7.2.1 Condiciones de trabajo

La informacidn cinética de una reaccién se puede obtener midiendo una propiedad
que varie durante el proceso y que, ademas, esté relacionada con la concentracién de
las especies reactivas, o de los productos. El seguimiento por espectroscopia UV-
Vis?185188] a5 yna de las técnicas mas utilizadas, ya que relaciona la concentracion de
los reactivos y productos con la absorbancia mediante la ecuacién de Lambert-Beer
con una sensibilidad muy alta. Otra técnica de gran utilidad para la identificacion de las
especies presentes a diferentes tiempos de reaccion es la resonancia magnética
nuclear, mediante la cual es posible determinar especies separadamente.[187] Sin

embargo, la sensibilidad de esta ultima técnica es mucho menor.

Para la planificacion de los experimentos se pueden modificar diferentes parametros,
tipicamente la concentracién de reactivos, el pH, la temperatura y la presion. En cada
experimento se suele variar solamente uno de estos pardmetros de trabajo, por lo que
se obtiene una dependencia con cada uno de ellos. Actualmente hay técnicas
alternativas de analisis quimiométrico donde todos los parametros son variables.’#
190 Yna vez efectuadas las medidas, se tratan los resultados obtenidos con los modelos
matematicos adecuados.™ A partir de estos cdlculos se obtienen los parametros
cinéticos y de activacién. Estos pardmetros permitiran, junto con la ley de velocidad
establecida, proponer un mecanismo de reaccién de los distintos sistemas presentados

en este estudio.*?

Espectroscopia electrénica

Como se ha indicado, el desarrollo de las reacciones se ha seguido en general por
espectroscopia UV-Vis. Este seguimiento se realiza midiendo la variacién de los
espectros electronicos del medio de reaccién con el tiempo. Esta variacion se
cuantifica normalmente a una longitud de onda determinada (A1), donde la diferencia

. s . . « e . . .7 1
de absorbancia es maxima entre las soluciones iniciales y finales de la reaccion. ™!
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Asimismo, la variacidn global de los espectros se utiliza de un modo muy habitual en la

actualidad.***

Para las reacciones estudiadas en este trabajo, el seguimiento de la variacién de la
absorbancia con el tiempo se ha realizado entre 300 y 750 nm. Para el posterior
tratamiento de datos se ha seleccionado generalmente una longitud de onda
comprendida entre 350 y 550 nm, donde la mayoria de los compuestos estudiados
presentan una mayor absorcién debida a las bandas d-d o de TC. De esta forma se
consigue que la diferencia entre los espectros iniciales y finales sea lo suficientemente

grande para cuantificarse de forma reproducible.

El tratamiento de los datos se ha realizado con los programas SPECFIT?

o
REACTLAB;"™! &stos permiten hacer un ajuste global de la variacion de los espectros
electrdénicos con el tiempo. A partir de los espectros registrados durante el tiempo, los
programas son capaces de predecir el nimero de especies que intervienen en el
proceso, asi como simular la variacion de las concentraciones y de los espectros para

cada una de ellas al introducir un modelo cinético.
Concentracion de los reactivos

En general, para las reacciones estudiadas, la velocidad depende de las
concentraciones de los distintos reactivos, por lo que a medida que avanza la reaccién
sus concentraciones varian. Consecuentemente, se han elegido condiciones de
pseudoprimer orden para la realizaciéon de los experimentos cinéticos. Es decir, se ha
trabajado con un exceso de todos los reactivos menos uno. Tipicamente, las
concentraciones de los ligandos y [H'] se han mantenido en exceso, de forma que la
concentracién de éstos sea como minimo 10 veces superior a la concentracién del
complejo metdlico. De este modo, estas concentraciones se pueden considerar
constantes durante el tiempo de reaccién, quedando como unica variable la
concentracion de complejo metalico. Esta variable es la que se utiliza para la
integracion de la ecuacion diferencial que corresponde a la ley de velocidad. Se

determina, asi, una constante observada de velocidad de pseudoprimer orden, kops,
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que en estas condiciones, depende Unicamente de las concentraciones de los otros

reactivos en exceso.

Las concentraciones de los complejos metaélicos utilizados, se encuentran entre 5x107
M y 5x103 M, segun el valor del coeficiente de extincidn del complejo (&), del camino
Optico y de las especificaciones del instrumental utilizado. En cambio, las
concentraciones escogidas para los ligandos por los que se substituira el ligando H,0
unido al metal, estan dentro del margen de 0.004 a 0.1 M, lo que equivale a excesos de
20 hasta 200 para el caso de las substituciones sobre los dos ligandos acuo de los
complejos de Co(lll) y excesos de 100 a 1000 para las substituciones sobre el mismo
tipo de complejos de Ru(ll). La [H'] se ha mantenido constante mediante el uso de
soluciones amortiguadoras, o con soluciones de concentracidn exactamente conocida

de HCI, HCIO4 o NaOH segun el caso.

La concentracién de las soluciones amortiguadoras ha sido de 0.4 M. Las especies
amortiguadoras se han escogido teniendo en cuenta que el valor del pH deseado tiene
que estar en el intervalo de pH = pK, £ 1. El valor del pH final se ajusta con soluciones
de HCIO; o NaOH segun el pH de trabajo. Todos los experimentos cinéticos se han

realizado a fuerza idnica constante 1.0, ajustada mediante la adicién de NaClO,.
Intervalo de pH

Los experimentos cinéticos se han realizado en un intervalo de pH cercano al
fisiolégico, generalmente pH = 7 £ 1. En cada caso, en el pH de trabajo, se han
considerado los equilibrios acido-base de los complejos segun las constantes de acidez
determinadas. En los estudios realizados a presion variable, se ha escogido el pH de
trabajo teniendo en cuenta, ademas, las variaciones con la presidn de las constantes

de equilibrio dcido-base de las especies tampdn utilizadas.
Temperatura y presion

La temperatura de trabajo se ha elegido considerando tanto la estabilidad térmica de

las especies involucradas en el estudio, como su solubilidad y propiedades fisicas. Las
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especificaciones del instrumental disponible también han influido en la eleccion,
teniendo en cuenta que se desea obtener una velocidad de reaccion que permita
realizar de una manera adecuada las medidas de la variacion de la concentraciéon con
el tiempo. Los experimentos cinéticos se han realizado en un intervalo de
temperaturas entre 15 y 70 °C, condiciones que permiten una utilizacion adecuada del

distinto instrumental empleado para el seguimiento de las reacciones.

Los sistemas de presurizacion que se han utilizado permiten trabajar hasta 2500
atmadsferas de presion hidrostatica. Dado que en todos los sistemas estudiados la
variaciéon de las constantes cinéticas con la presion es notable, no ha sido necesario el
estudio a condiciones de presién extremas, y las medidas se han realizado entre 1y

1800 atm.

7.2.2 Experimentos cinéticos

Para las reacciones a presiéon atmosférica con t;/; > 200 s, la mezcla de los reactivos se
ha llevado a cabo de manera manual. Para estos experimentos, se introduce en una
cubeta un volumen determinado de las distintas disoluciones que contienen el reactivo
en exceso, el NaClO, y la solucién amortiguadora. Se deja termostatar a la temperatura
de trabajo, con una precision de 0.1 °C, y se afiade el volumen necesario de la solucién
del reactivo que falta, también termostatado. Los voliumenes de las diferentes
soluciones tienen que ser los adecuados con el fin de conseguir las concentraciones

deseadas para cada experimento.

En las medidas realizadas a presion variable con t;; > 800 s, la mezcla de reaccidn se
prepara previamente del mismo modo en otro recipiente y después se introduce en la
cubeta. Se deja el tiempo necesario dentro de la celda la disolucidon preparada para
gue se estabilicen las condiciones de presién y temperatura deseadas, y, finalmente, se
mide la variacion de la absorbancia con el tiempo en el intervalo de longitudes de onda

previamente establecido.
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Para las reacciones con t;/; < 200 s, las medidas se han realizado utilizando un sistema

;. . 194
de mezcla rdpida como el que se muestra en la Figura 7.1.198194]

JERINGAS EXTERIORES
——— ———

RADIACION

VACIAR

STOP MECANICO (S)

l JERINGA DE PARADA (C) :
JERINGA

JERINGA B

CAMARA DE MEZCLA (M) PISTON NEUMATICO (D)

Figura 7.1. Esquema de un sistema de mezcla répida.

Las jeringas A y B contienen los reactivos termostatados, que se introducen en el
circuito del aparato mediante unas jeringas exteriores. El piston D empuja las
disoluciones de los reactivos, y de esta manera se mezclan en la cadmara M
termostatada. Esto produce un movimiento en la jeringa de parada C, que concluye en
el tope fijo S, y que sirve para detener la entrada de liquido en el sistema y activar el
dispositivo de registro de la absorbancia de la disolucién contenida en la celda. En los
experimentos realizados a presion variable, las medidas de las reacciones con ty/; <
800 s se han realizado con un sistema de inyeccion rapida similar, introducido en un

sistema presurizado y termostatado.™!

Para cada uno de los experimentos que se realizan con un sistema de mezcla rdpida se
preparan dos disoluciones, una con el compuesto en defecto a fuerza idnica y pH
adecuados, y la otra con las concentraciones deseadas del reactivo en exceso y los

otros reactivos auxiliares a la misma fuerza idnica. Ambas disoluciones se introducen
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en las jeringas de carga y, después de estabilizarse temperatura y presién, se procede a
la mezcla de las mismas. Dado que los instrumentos utilizados en este trabajo
mantienen una relaciéon de volimenes 1 a 1, las concentraciones de los reactivos
tienen que ser el doble de las preparadas para los experimentos cinéticos ordinarios.
Se mide a continuacién la variacidon temporal de los espectros electrénicos en el

espectrofotémetro elegido mediante una conexién de fibra dptica.

7.2.3 Tratamiento de datos

A partir de las medidas de los cambios temporales de los espectros electrénicos de la
mezcla de reaccidn, se calculan las constantes de velocidad de pseudoprimer orden
observadas. Histéricamente este cdlculo se ha llevado a cabo mediante un ajuste de
minimos cuadrados no lineales de las variaciones de la absorbancia con el tiempo a
una longitud de onda determinada, segun la Ecuacion 7.1.1831 | ajuste exponencial de
la variacion de la absorbancia con el tiempo, permite calcular el valor de la constante

cinética observada de pseudoprimer orden.
A; = A + (Ag - As) €XP(-Kopst) Ecuaciéon 7.1

Actualmente, el ajuste de los espectros electronicos se hace de manera global
variando simultaneamente todos los pardmetros y el cdlculo de estas ks €s mediante

. . 7. . 1
un complejo sistema matematico de matrices.™™*

Las medidas de la variacién de los espectros electrénicos con el tiempo se han
realizado con los espectrofotdmetros Agilent HP8452A y HP8453, Cary 50 o un J&M
TIDAS MMS/16 controlado por el programa TIDASDAQ.™® La simulacién de los datos
de la variacion de los espectros electronicos con el tiempo se ha realizado mediante los

14 5 ReactLab.™ Estos programas permiten el calculo de las

programas SPECFIT!
constantes cinéticas de pseudoprimer orden, kops, Sin necesidad de estimar los valores

de los espectros iniciales ni finales, lo que elimina una fuente de error importante.
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El tratamiento de datos con estos programas es, generalmente, de todo el intervalo de
longitudes de onda adquirido. En estos casos, el programa realiza un analisis global de
la variacion de los espectros completos con el tiempo. Una vez hecho este andlisis, el
programa ajusta la variacién de las concentraciones y de los espectros para todas las
especies que aparecen en un mecanismo de reaccién previamente definido. En
situaciones de pseudoprimer orden, los datos experimentales se han adquirido, en
primer lugar, haciendo el calculo de las kops @ una longitud de onda determinada vy
posteriormente se ha comparado el resultado con el analisis global de los espectros
electrénicos. El método de tratamiento global se ha utilizado siempre para las
reacciones en condiciones de segundo orden. En este caso, se han fijado en el

T4 os espectros de las especies iniciales que actuan en la reaccion.

programa SPECFI
La validez de la constante de velocidad obtenida se ha confirmado mediante la
comparacion del espectro final simulado con el obtenido experimentalmente. En todos
los casos se observa una buena correlacion entre los datos experimentales y las curvas

ajustadas. Los errores obtenidos para las constantes cinéticas son, generalmente,

inferiores al 10 % cuando se ha trabajado en condiciones de pseudoprimer orden.

Todos los ajustes posteriores, tales como las variaciones de las constantes observadas
con las concentraciones de reactivos, y las variaciones de las constantes de velocidad
con la temperatura y la presién se han llevado a cabo mediante un programa de ajuste
por minimos cuadrados sin utilizar pesos. Los errores que se citan en el texto de este
tipo de ajuste corresponden a la desviacién estandar propia del célculo y, en general,
no son superiores al 10 % para los parametros asociados a las pendientes. Los errores
en los pardmetros asociados con las ordenadas en origen o con los valores limite son

muy superiores, debido al error matematicamente inherente en su determinacién.
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7.3 Instrumental

7.3.1 Seguimiento de las reacciones

Como se ha dicho, las reacciones estudiadas en este trabajo producen cambios
significativos en el espectro UV-Vis del medio de reaccidén, por lo que la espectroscopia
electrénica resulta una técnica adecuada para la obtenciéon de las constantes de
velocidad.*®! Las reacciones estudiadas presentan una gran variedad de velocidades,
por lo que ha sido necesaria una seleccién del instrumental para realizar las medidas
de la variacién temporal de los espectros electrénicos con el tiempo. Para esta
seleccion se ha tenido en cuenta el tiempo muerto de mezcla del instrumental y el

tiempo de vida media, t1/,, de las reacciones estudiadas.

Para la realizacidn de las medidas cinéticas a presion ambiente de reacciones con ty/; >
200 s, se han utilizado diferentes instrumentos. Se han empleado unos
espectrofotdmetros de red de diodos Agilent HP8452A o HP8453, equipados con
soporte multicelda, y un espectrofotdmetro de barrido Cary 50 provisto también de un
soporte multicelda. Estos instrumentos estan conectados a un ordenador que controla
la adquisicion de datos. Para las reacciones con t1/; < 200 s se ha utilizado la unidad de
mezcla de un espectrofotometro de flujo detenido (stopped-flow) Applied
Photophysics SX18MV, conectado con fibras dpticas a un espectrofotémetro J&M

TIDAS MMS/16.

Las medidas de los espectros a alta presion se han realizado con el mismo
espectrofotometro J&M TIDAS MMS/16 mencionado anteriormente, conectado por
fibra Optica a un sistema de presurizacion que depende de los valores de t;/; de las

reacciones, como se describe a continuacion.
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7.3.2 Sistemas de presurizacion

La presurizacion del sistema para estudiar las reacciones con t;; > 800 s se ha

realizado con un sistema de aceite y agua acoplado a una celda que contiene la cubeta
.. [158,197,198] . .

con la mezcla de reaccion. El sistema esta conectado a una celda de acero

gue contiene la cubeta con la muestra y estd instalada en el camino dptico del

espectrofotémetro (Figura 7.2).

Figura 7.2. Esquema de la celda utilizada en el sistema de presurizacion. En el esquema se puede
observar las ventanas de zafiro (A), la cubeta tipo capsula en su interior (B), las juntas de presién (C), y el
orificio de entrada del liquido presurizante (D).

Mediante una bomba hidraulica se comprime aceite, que transmite la presién al agua;
ésta transmite la presion al compartimento de la celda que contiene la cubeta con la
muestra. La celda tiene dos ventanas de zafiro, de 1 cm de grosor, por las que pasa la
radiacion. Estd envuelta por una camisa conectada a un termostato y dispone en su
interior de un compartimento disefiado para contener la cubeta con la mezcla de

reaccién. La cubeta!?¥

permite una buena transmisién de la presién a la mezcla de
reaccion. En este trabajo se ha utilizado una cubeta tipo capsula formada por dos
piezas cilindricas que encajan una dentro de otra (B en la Figura 7.2), cerradas por los
lados con ventanas de cuarzo. Estas cubetas no soportan diferencias de presiéon en
ningun momento, ya que su disefio les permite, mediante variaciones del volumen,

. .y . 1
compensar los gradientes de presién generados en el sistema. !
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Las medidas cinéticas a presion variable para las reacciones mas rapidas se han
realizado con un sistema de presurizacién en el que la bomba hidraulica presuriza
directamente heptano contenido en una celda, donde se coloca un sistema de
inyeccion rapida (Figura 7.3). Este sistema incluye dos jeringas de carga de
policlorotrifluoretileno, y una jeringa de descarga del mismo material. Todo ello en una
celda de acero inoxidable reforzada, con dos ventanas de zafiro de 1.6 cm de grosor
por las que pasa la radiacidn, y estd rodeada de una camisa conectada a un

termostato. El sistema estd conectado a un motor encargado de dirigir las jeringas que

contienen las disoluciones de los reactivos.™®!
/ﬁé_:;::;‘: /‘2/

Figura 7.3. Figura del sistema stopped-flow introducido en una celda de acero para la realizacién de las
medidas a alta presidn de reacciones con t;/, < 800 s. En la figura se puede observar el motor eléctrico
(A), las jeringas de muestra (B), la unidad de mezcla (C), las ventanas de cuarzo (D) y la jeringa de
descarga (E).

7.3.3 Determinacion de valores del pH y constantes de acidez

Los valores de pH de las disoluciones utilizadas en este trabajo se han medido con un
instrumento Crison pH & ION-Meter GLP 22+ con un electrodo de membrana cilindrica
Crison 52 03. Para muestras con un volumen muy pequefio de solucién se ha
empleado un electrodo mas fino Crison 52 09. Todas las medidas de pH se han

realizado a 25 °C.
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La determinacion de los pK, de los complejos se ha llevado a cabo tanto
potenciométricamente como por espectroscopia electrénica. Las valoraciones
potenciométricas se han realizado con un instrumento Metrohm Titrando 888,
valorando con NaOH 0.1 M, soluciones de concentracién 2x10° M de complejo
metalico en 0.01 M de HCIOg4, a I = 1.0 (NaClQy). El tratamiento de datos se ha hecho

con el programa Tiamo 2.3 con el cual se obtiene directamente el valor de los pKa.[ZOO]

La determinacidn de los pK, por espectroscopia UV-Vis se ha realizado con una sonda
de inmersion de cuarzo Helma 661.202-UV (Figura 7.4) conectada a un
espectrofotémetro Cary 50 mediante fibras dpticas. Se han preparado disoluciones
entre 1x10° M y 2x10° M de los complejos metalicos y 0.01 M de HCIO,4, a las que
ademas se le ha ajustado la fuerza idnica a 1.0 con NaClO4. Estas soluciones se han
valorado con pequenas adiciones de NaOH 0.1 M con el equipo Metrohm Titrando 888
y se ha registrado el espectro UV-Vis cuando las variaciones de pH eran
suficientemente apreciables, del orden de 0.01 unidades de pH cuando el valor es
cercano al pK,. Los datos obtenidos han sido analizados con el programa SPECFIT que
permite, a partir de todos los espectros medidos durante la valoracion y el valor de los
pH en cada uno de estos espectros, el calculo de las constantes de acidez de los

compuestos estudiados.™

—— Ventana

Camino 6ptico

Haz de luz

\ Prisma de

deflexion

Figura 7.4. Esquema de la sonda de inmersion de cuarzo utilizada para la determinacion de los pK, por
espectroscopia UV-Vis.
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7.3.4 Medidas electroguimicas

Los experimentos de voltametria ciclica en disolucién se han realizado con un
instrumento BioLogic SP-150. Se han utilizado soluciones acuosas de concentracién
5x10™ M de los complejos metalicos con NaClO4 como electrolito soporte (0.1 M), a las
qgue se le ha anfadido el volumen necesario de solucién amortiguadora deseada para
conseguir el pH de trabajo. Se ha utilizado un electrodo de trabajo de carbdn
vitrificado y, como electrodo auxiliar, un hilo de platino. El electrodo de referencia
empleado es de Ag/AgCl, 3 M KCl. El sistema se ha purgado con N, para eliminar el

oxigeno disuelto; los barridos de potencial se realizaron a varias velocidades.

Los valores que se citan en la memoria para los potenciales de reduccion de los centros
metalicos estan referenciados al electrodo normal de hidrégeno, ENH (E°ag'/agcl (3 M kal) =

0.205 V respecto a ENH).

7.3.5 Espectroscopia Ultravioleta-Visible

Los espectros UV-Vis se han realizado en los espectrofotdmetros Agilent HP8452A o
HP8453 con detector de diodos en el intervalo de 200-820 nm (HP8452A), o de 190 a
1100 nm (HP8453), o bien con un espectrofotémetro Cary 50 de barrido en el intervalo
comprendido entre 200 y 1100 nm. También se ha utilizado un espectrofotometro
J&M TIDAS MMS/16 conectado mediante fibras dpticas en el intervalo comprendido
entre 190 y 800 nm.

7.3.6 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Todos los espectros de resonancia magnética nuclear se han adquirido en los Centres

Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona.
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Los espectros RMN de 'H, °C y *'P se han registrado en espectrémetros: Varian
Mercury 400 MHz, Bruker 400 MHz y Bruker DMX 500 MHz. Los desplazamientos
quimicos (8) de *H y 3C se han referenciado respecto al tetrametilsilano (SiMes) para
las muestras realizadas en CDCl; o bien respecto al trimetilsililpropionato-d,; de sodio
(NaTMSP) para las muestras realizadas con D,0. Para todos los espectros de RMN de

1 .
31p se ha usado como referencia HsPO,.

Los experimentos de RMN de 'H con secuencia PRESAT se registran con un tubo
interior (inset) de D,0 con referencia interna de NaTMSP; permitiendo de este modo
trabajar con soluciones acuosas y ajustando el pH manualmente con NaOH o HCIO,

directamente segun el pH deseado.

7.3.7 Espectroscopia de Difraccion de Rayos-X

La resolucién de estructuras cristalinas se realizé en la Unitat de Difraccio de RX en los
Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona, por parte de la Dra.

Merce Font-Bardia.

En todos los casos se selecciond un cristal adecuado que se monta en un difractémetro
de monocristal Bruker D8 Venture con microfuente de Mo (A = 0.71073 A) con un
detector de drea Photon 100 CMOS. Las estructuras fueron resueltas mediante el
programa Bruker SHELXTL, y refinadas por el método de minimos cuadrados en un

bloque completo utilizando el programa SHELXL.!?!

7.3.8 Anadlisis elementalde C, N,Hy S

La determinacién del contenido de carbono, nitrégeno, hidrégeno y azufre en los
productos sintetizados se ha realizado en un equipo Thermo EA 1108 CHNS-O Carlo

Erba Instruments en los Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat de Barcelona.
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7.3.9 Espectrometria de masas

Los espectros de masas ESI se han realizado en un espectrometro de Trap LCQ DECA
XP (Thermo Finnigan) por la Unitat d’Espectrometria de Masses de los Centres

Cientifics i Tecnologics de |la Universitat de Barcelona.
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Tabla A.1. Valores de las constantes cinéticas observadas para las reacciones de dimerizacion de la
especie [Co(tren)(H,0),]*>" en funcién de las diferentes variables utilizadas en el trabajo. Célculo
realizado mediante el modelo matematico: 2xXA — B seguido de B — C.

Ligando Tampén pH /Z-C /aI:m [CO/]:/lloa /le%s_l kz;;%? ’
OH 0.4 M MES 6.0 15 1 2 0.018 0.20
25 2 0.31 0.32
35 1 2 0.65 0.40
6.5 15 1 2 0.58 1.2
25 1 2 1.1 2.9
35 1 p 2.3 7.1
7.0 15 1 2 2.4 3.8
25 1 05 4.4 4.8
1 54 5.6
2 4.6 8.7
4 4.5 4.6
5 5.2 7.6
35 1 2 12 10.7
0.4 M TRIS 7.5 15 1 2 14 2.8
25 1 2 17 7.9
35 1 2 18 8.4

Tabla A.2. Valores de las constantes cinéticas observadas para las reacciones de dimerizacion de la
especie [Co(TPA)(H,0),]*" en funcién de las diferentes variables utilizadas en el trabajo. Calculo realizado

mediante el modelo matematico: 2XA — B seguido de B — C.

Ligando Tampon pH /OTC /afm [C(;]'\;103 /le%s_l kz/);%;? i
OH 0.4 M MES 6.0 25 1 0.5 0.088 1.5
1 0.090 2.2
0.4 M HEPES 6.5 25 1 0.5 0.13 1.0
1 0.13 1.4
7.0 25 1 0.5 0.085 0.82
1 0.090 0.87
7.5 25 1 0.5 0.052 0.72
1 0.053 0.74
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Tabla A.3. Valores de las constantes cinéticas observadas para las reacciones de substitucién de la
especie cis—[Co(cycIen)(HZO)z]3+ con los ligandos estudiados en funcién de las diferentes variables
utilizadas en el trabajo.

Ligando Tampédn pH /Z—C /a,':m [Cc;]|\>/<|103 [Lig/al\r;ldo] I;‘:’_Sf k°b7;_<11 o*
OH" 0.4MMES | 6.0 | 50 1 1.0 - ~ |5.3x10°
0.4 MHEPES | 6.5 | 50 1 1.0 - ~  |6.3x10°
7.0 | 25 1 0.25 - 12° b

0.5 - 12° b

1.0 - 13° °

50 1 1.0 - - 8.2x10°

7.5 | 50 1 1.0 - - 9.2x10°

5'-CMP” 0.4 MHEPES | 6.5 | 15 1 1.0 0.08 0.092 1.4
20 1.0 0.08 0.14 2.1

25 1.0 0.02 0.14 2.7

0.03 0.19 2.8

0.04 0.21 2.8

0.06 0.23 2.9

0.08 0.22 2.9

0.1 0.24 2.9

35 1.0 0.08 0.50 6.4

70 | 15 1 1.0 0.04 0.12 1.9

0.08 0.11 2.0

20 1.0 0.04 0.16 2.4

0.08 0.17 2.7

25 1.0 0.02 0.15 3.5

0.03 0.22 3.5

0.04 0.25 3.6

0.06 0.27 3.6

0.08 0.29 3.7

300 0.08 0.25 b

0.22 b

400 0.24 b

0.23 b

600 0.27 b

750 0.27 ®

0.24 b

900 0.26 b
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1200 0.24 b

0.1 0.30 3.8

35 1.0 0.04 0.51 9.5
0.08 0.56 9.5

75 | 15 1 1.0 0.08 0.14 2.6
20 1.0 0.08 0.22 4.1

25 1.0 0.02 0.19 5.4
0.03 0.26 5.6

0.04 0.30 5.8

0.06 0.33 5.9

0.08 0.34 6.0

35 1.0 0.08 0.82 20
H,PO, /HPO,”” | 0.AMHEPES | 6.5 | 25 1 0.5 0.01 b 0.093
7.0 | 25 1 0.25 0.004 0.052 b
0.25 0.006 0.070 ®

0.5 0.01 0.083 | 0.103

0.25 0.015 0.10 b

0.5 0.015 0.10 b

0.5 0.02 0.11 0.10

0.5 0.025 0.11 b

75 | 25 1 0.5 0.01 b 0.13

® Derivado del modelo 2xA—B, en M

-1 -1 b
S .

No determinado.

Tabla A.4. Valores de las constantes cinéticas observadas para las reacciones de substitucién de la

especie [Co{(p—ET)cycIen}(H20)2]3+ con los ligandos estudiados en funcidn de las diferentes variables

utilizadas en el trabajo.

Ligando Tampédn pH /OTC /al:m [Ct;]l\>/<|103 [Lig;\'\r;ldo] k°b;1;_<11 o* k°b;2;_<11 o*
OH 04MMES | 6.0 | 15 1 1.0 - 1.5x10%? 33
0.4 MHEPES| 6.5 | 15 1 0.5 - 2.7x10*? 28
1.0 - 2.4x10*? 23
1.5 - 1.5x10** 28
2.0 - 1.6x10*° 29
70 | 15 1 1.0 - 0.7x10"° 25
7.5 15 1 1.0 - 1.3x10%? 7.0
80 | 15 1 1.0 - 1.0x10** 9.0
H,PO, /HPO,” | 0.4AMMES | 6.0 | 40 1 0.5 0.005 1.4 -
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0.0075 1.8 -
0.01 2.1 -
0.015 2.7 3.2
0.02 2.8 3.0
0.4 M HEPES| 6.5 40 0.5 0.005 1.5 3.9
0.0075 2.1 4.3
0.01 2.4 -
0.015 2.8 3.8
0.02 3.0 3.8
7.0 40 0.5 0.005 2.3 3.2
0.0075 3.0 3.2
0.01 33 4.5
0.015 3.7 3.8
0.02 4.0 4.3
CMP™ /CMP* 0.4 M MES 6.0 40 0.5 0.03 4.1 11
0.05 4.8 13
0.07 5.0 14
0.08 6.5 1.6
0.1 8.0 1.8
0.4 M HEPES| 6.5 30 0.5 0.05 2.7 0.57
0.08 33 0.68
0.1 3.5 0.85
40 0.5 0.03 7.2 2.1
0.05 8.5 2.4
0.07 10 2.5
0.08 11 2.9
0.1 13 2.8
50 0.5 0.05 28 8.5
0.08 37 9.7
0.1 42 10
7.0 40 0.5 0.03 12 2.9
0.05 14 3.3
0.07 16 3.6
0.08 17 3.7
0.1 18 4.0
Timidina 0.4 M MES 6.0 40 0.5 0.01 17 0.48
0.02 32 0.65
0.04 38 1.2
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0.06 40 1.9

0.08 43 2.2

0.4 M HEPES| 6.5 30 1 0.5 0.04 9.0 0.45
0.06 11 0.62

0.08 12 0.78

400 0.5 0.08 13 0.76

600 0.5 0.08 14 0.75

900 0.5 0.08 16 0.77

1200 0.5 0.08 18 0.71

1500 0.5 0.08 18 0.60

1800 0.5 0.08 20 0.63

40 1 0.5 0.01 19 0.40

0.02 38 0.73

0.04 43 1.4

0.06 42 2.1

0.08 43 2.5

50 1 0.5 0.04 120 3.8

0.06 120 5.5

0.08 130 7.0

7.0 40 1 0.5 0.01 20 0.38
0.02 31 0.77

0.04 37 13

0.06 43 2.2

0.08 48 2.4

TMP /TMP” | 0.4 M HEPES | 6.2 40 1 0.5 0.03 10 14
0.05 20 2.0

0.07 25 2.2

0.08 - 2.2

0.1 22 2.2

6.5 27 400 0.5 0.1 12 0.54
600 0.5 0.1 13 0.57

900 0.5 0.1 - 0.55

1000 0.5 0.1 16 0.58

1200 0.5 0.1 20 0.55

1500 0.5 0.1 23 0.55

30 1 0.5 0.1 13 0.63

40 1 0.5 0.03 10 1.8

0.05 17 2.3
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0.07 23 2.7
0.08 23 2.5
0.1 22 2.7
50 0.5 0.1 40 8.8
6.8 40 0.5 0.03 13 2.0
0.05 20 2.8
0.07 26 3.0
0.08 23 3.0
0.1 25 3.2
7.0 40 0.5 0.03 - 2.5
0.05 18 3.1
0.07 24 33
0.08 25 3.7
0.1 24 3.7
Citidina 0.4 M MES 6.0 40 0.5 0.01 3.7 0.37
0.02 53 0.67
0.04 7.5 0.97
0.06 9.8 1.2
0.08 12 1.6
0.4 M HEPES| 6.5 30 0.5 0.02 2.4 0.30
0.04 3.4 0.40
0.06 4.0 0.53
0.08 4.5 -
40 0.5 0.01 5.8 0.47
0.02 7.5 0.85
0.04 9.7 14
0.06 12 1.8
0.08 16 2.2
50 0.5 0.02 37 4.5
0.04 43 6.2
0.06 53 7.5
0.08 - 8.8
7.0 40 0.5 0.01 20 0.67
0.02 25 1.2
0.04 25 1.8
0.06 30 2.3
0.08 33 2.6
Uridina 0.4 M HEPES| 6.5 40 0.5 0.007 13 0.53
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0.013 25 13
0.027 44 2.2
0.04 47 3.5
0.053 52 4.6
0.06 53 4.8
0.08 57 6.2
UMP /UMP” | 0.4 M HEPES| 6.5 40 1 0.5 0.02 10 1.9
0.033 12 2.6
0.047 17 2.8
0.053 21 2.9
0.07 - 3.8
0.08 24 3.8

? Calculo realizado mediante las ecuaciones 2xA — B (en M''s™), seguido de B — C.

Tabla A.5. Valores de las constantes cinéticas observadas para las reacciones de substitucion de la

especie [Co{(Me)z(u-ET)cycIen}(H20)2]3+ con los ligandos estudiados en funcidon de las diferentes

variables utilizadas en el trabajo.

Ligando Tampodn pH /‘-’,—C /aim [cj]'\;103 [Ligando] /M k°b;£_<11 o* k“;i_(ll 0
H,PO, 0.4 M MES 5.5 50 1 0.5 0.005 0.43 -
0.0075 0.70 -
0.01 0.80 -
0.015 1.4 -
0.02 1.9 -
6.0 50 1 0.5 0.005 0.33 -
0.0075 0.47 --
0.01 0.63 -
0.015 0.98 -
0.02 1.4 -
0.4 M HEPES 6.5 50 1 0.5 0.005 0.25 -
0.0075 0.33 -
0.01 0.45 -
0.015 0.70 -
0.02 0.93 -
60 1 0.5 0.005 0.98 -
0.01 1.9 -
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0.015 2.9 --

300 0.5 0.015 2.5 --

600 0.5 0.015 19 --

900 0.5 0.015 14 --

1200 0.5 0.015 11 --

1400 0.5 0.015 1.0 --

0.02 4.2 --

70 1 0.5 0.005 3.9 --

0.0075 5.9 --

0.01 6.3 --

0.015 9.9 --

0.02 14 --

6.8 50 1 0.5 0.005 0.17 --
0.0075 0.32 --

0.01 0.35 --

0.015 0.55 --

0.02 0.70 --

CMP/CMP” | 0.4 M MES 5.5 50 1 0.5 0.03 11 --
0.05 1.7 --

0.07 2.7 --

0.08 3.3 --

0.1 4.0 --

6.0 50 1 0.5 0.03 0.96 --
0.05 13 --

0.07 1.7 --

0.08 2.3 --

0.1 2.8 --

0.4 M HEPES 6.5 50 1 0.5 0.03 0.32 --
0.05 0.40 --

0.07 0.65 --

0.08 0.70 --

0.1 1.0 --

6.8 50 1 0.5 0.03 0.30 --
0.05 0.38 --

0.07 0.43 --

0.08 0.60 --

0.1 0.83 --

60 1 0.5 0.05 1.6 --

194




APENDICE A

0.08 2.4 --

0.1 3.3 --

68 1 0.5 0.05 5.0 --

0.08 7.4 --

0.1 9.0 --

Timidina 0.4 M MES 5.5 50 1 0.5 0.01 3.7 1.2
0.02 10 2.8

0.04 17 4.8

0.06 18 7.1

0.08 20 8.5

6.0 50 1 0.5 0.01 8.0 14
0.02 7.0 2.3

0.04 16 4.6

0.06 19 6.8

0.08 21 8.2

0.4 M HEPES 6.5 30 400 0.5 0.08 3.3 --
600 0.5 0.08 3.0 --

900 0.5 0.08 2.3 --

1200 0.5 0.08 2.2 --

1500 0.5 0.08 1.7 --

50 1 0.5 0.01 6.2 1.0

0.02 5.8 2.3

0.04 14 4.2

0.06 17 5.7

0.08 18 7.3

55 900 0.5 0.08 -- 9.6

1200 0.5 0.08 -- 8.2

1500 0.5 0.08 -- 6.7

1800 0.5 0.08 -- 53

60 1 0.5 0.04 63 13

0.06 62 14

0.08 60 25

68 1 0.5 0.04 -- 38

0.06 180 55

0.08 -- 73

6.8 50 1 0.5 0.01 5.0 1.2
0.02 10 2.3

0.04 16 3.8
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0.06 16 5.2

0.08 20 6.7

TMP/TMP* | 0.4 M HEPES 6.2 50 0.5 0.03 15 2.5
0.05 2.0 3.7

0.07 * 4.2

0.08 3.2 4.5

0.1 4.2 4.3

6.5 40 0.5 0.05 1.2 13
0.07 2.0 3.3

0.1 2.3 5.2

50 0.5 0.03 13 2.2

0.05 2.0 4.0

0.07 2.7 4.4

0.08 3.3 4.5

0.1 3.7 4.5

60 0.5 0.05 5.0 16

0.07 7.0 22

0.1 * 23

68 0.5 0.05 9.3 28

0.07 15 45

0.1 20 63

6.8 50 0.5 0.03 13 2.7
0.05 2.0 3.8

0.07 2.7 4.3

0.08 3.3 4.5

0.1 4.5 4.5

Uridina 0.4 M HEPES 6.5 50 0.5 0.01 53 13
0.02 6.3 2.3

0.04 -- 4.2

0.05 17 --

0.06 20 6.0

0.08 23 7.5
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Tabla A.6. Valores de las constantes cinéticas observadas para las reacciones de substitucién de la
especie cis-[Ru(bpy),(H,0),]** con los ligandos estudiados en funcién de las diferentes variables
utilizadas en el trabajo.

Ligando Tampodn pH /Z-C /altjm [RL}]'\>;|104 [Lig/a'\r)ldo] k°b;£_(3 o* k“;i_(ll o*
cr 0.4 M MES 6.0 25 1 1 0.025 6.4 -
0.04 6.5 -
0.05 7.3 -
0.075 7.3 -
0.1 8.0 -
0.4 M HEPES | 6.5 25 1 1 0.025 4.5 -
0.04 5.3 -
0.05 5.0 --
0.075 5.8 -
0.1 6.5 -
7.0 25 1 1 0.025 3.0 -
0.04 4.0 -
0.05 4.2 --
0.075 4.5 -
0.1 5.5 -
7.5 25 1 1 0.025 1.9 -
0.04 2.0 -
0.05 2.4 --
0.075 3.5 -
0.1 4.2 -
8.0 25 1 1 0.025 0.93 -
0.04 - -
0.05 1.3 -
0.075 2.4 -
0.1 3.3 -
H,PO, /HPO, 0.4 M MES 6.0 25 1 1 0.01 7.2 -
0.02 7.5 -
0.04 7.2 -
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0.06 7.2 --

0.08 8.3 --

0.1 8.5 --

0.4 M HEPES | 6.5 25 0.01 6.2 --
0.02 6.8 --

0.04 8.2 --

0.06 7.7 --

0.08 8.8 --

0.1 8.7 --

7.0 25 0.01 7.7 --
0.02 7.5 --

0.04 8.5 --

0.06 8.7 --

0.08 8.3 --

0.1 9.0 --

7.5 25 0.01 8.0 --
0.02 7.3 --

0.04 8.3 --

0.06 8.3 --

0.08 8.5 --

0.1 8.3 --

8.0 25 0.01 7.3 --
0.02 8.2 --

0.04 7.7 --

0.06 7.3 --

0.08 7.7 --

0.1 8.5 --

CMP/CMP* 0.4 M MES 6.0 25 0.01 2.3 --
0.02 3.0 --

0.04 4.3 --

0.06 4.8 --

0.08 5.5 --

198




APENDICE A

0.1 5.5 -
0.4 M HEPES | 6.5 | 15 0.01 0.61 -
0.02 0.75 -

0.04 0.98 -

0.06 1.3 -

0.08 1.4 -

0.1 1.2 -

25 0.01 2.5 -
0.02 33 -

0.04 43 -

0.06 5.3 -

0.08 5.7 -

0.1 6.0 -

35 0.01 7.8 -
0.02 10 -

0.04 14 -

0.06 18 -

0.08 20 -

0.1 22 -

70 | 25 0.01 2.8 -
0.02 3.7 -

0.04 45 -

0.06 5.5 -

0.08 5.7 -

0.1 6.2 -

75 | 25 0.01 3.1 -
0.02 4.0 -

0.04 5.0 -

0.06 5.8 -

0.08 6.2 -

0.1 6.7 -

8.0 | 25 0.01 4.3 -
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0.02 5.0 --
0.04 6.3 --
0.06 6.8 --
0.08 6.8 --
0.1 7.7 --
TMP/TMP” 0.4 M MES 6.0 25 1 1 0.01 3.0 1.2
0.02 4.5 0.62
0.04 5.2 0.93
0.06 6.8 0.97
0.08 9.0 0.95
0.1 10 0.65
0.4 M HEPES | 6.5 25 1 1 0.01 4.4 0.77
0.02 7.0 0.86
0.04 9.8 14
0.06 11 0.67
0.08 12 0.78
0.1 13 0.70
7.0 25 1 1 0.01 8.8 1.0
0.02 14 14
0.04 20 1.2
0.06 27 13
0.08 32 1.6
0.1 32 2.1
7.5 25 1 1 0.01 11 13
0.02 17 13
0.04 18 1.2
0.06 28 1.5
0.08 30 1.5
0.1 35 14
8.0 15 1 1 0.1 12 0.28
400 0.5 0.1 6.3 0.73
600 0.5 0.1 53 11
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900 0.5 0.1 9.7 0.92
1200 0.5 0.1 12 0.62
1500 0.5 0.1 18 11
25 1 1 0.01 9.0 0.97
0.02 14 0.88
0.04 18 1.2
0.06 28 --
0.08 30 11
0.1 30 11
35 1 1 0.1 53 4.2
Citidina 0.4 M MES 6.0 25 1 1 0.01 3.0 --
0.02 3.2 --
0.04 4.3 --
0.06 5.3 --
0.08 6.2 -
0.1 6.8 --
0.4 M HEPES | 6.5 25 1 1 0.01 3.0 --
0.02 3.7 --
0.04 4.6 --
0.06 5.5 --
0.08 6.0 --
0.1 7.0 --
7.0 25 1 1 0.01 3.7 --
0.02 4.0 --
0.04 4.7 --
0.06 5.3 --
0.08 6.5 --
0.1 7.0 --
7.5 15 1 1 0.04 1.0 --
0.06 1.4 --
0.08 1.7 --
25 1 1 0.01 3.7 --
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0.02 4.0 --
0.04 4.7 --
0.06 5.5 --
0.08 6.5 --
0.1 7.0 --
35 1 1 0.04 15 --
0.06 17 --
0.08 18 --
8.0 25 1 1 0.01 4.5 --
0.02 5.0 --
0.04 6.2 --
0.06 7.0 --
0.08 8.0 --
0.1 8.7 --
Timidina 0.4 M HEPES | 6.5 25 1 1 0.01 6.3 0.12
0.02 9.2 0.17
0.04 19 0.25
0.06 20 0.28
0.08 23 0.38
0.1 23 --
7.0 20 400 0.5 0.1 4.8 0.38
600 0.5 0.1 7.3 0.45
900 0.5 0.1 11 0.83
1200 0.5 0.1 18 0.75
1500 0.5 0.1 18 0.88
1800 0.5 0.1 33 13
25 1 1 0.01 2.8 0.17
0.02 6.2 0.23
0.04 12 0.53
0.06 14 0.63
0.08 14 0.70
0.1 14 0.70
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7.5 15 0.1 2.2 0.56
25 0.01 3.0 0.28
0.02 4.2 0.55
0.04 4.7 0.77
0.06 6.3 0.75
0.08 7.3 0.89
0.1 7.5 0.97
35 0.1 22 1.8
8.0 25 0.01 2.8 --
0.02 3.3 0.63
0.04 4.8 0.80
0.06 5.8 0.97
0.08 6.8 11
0.1 8.2 11
Uridina 0.4 M HEPES | 6.5 25 0.01 2.3 --
0.02 4.8 0.11
0.04 7.4 0.083
0.06 11 0.15
0.08 12 0.13
0.1 13 0.17
8.0 25 0.01 2.0 0.22
0.02 2.6 0.47
0.04 3.8 0.75
0.06 4.5 0.88
0.08 4.7 0.92
0.1 5.2 0.93
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Tabla B.1. Datos cristalograficos y de refinamiento pertenecientes a la estructura cristalina del
compuesto [Co(TPA)(H,0),](CF3S0s)s.

Férmula empirica C21H3,CoFgN4011S;
Peso molecular 832.53
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalografico Ortorrémbico
Grupo espacial Pbca

a = 20.2697(8); b= 9.7254(4); c = 32.1052(14) A
a=90; B=90:y=90"°

Parametros de la celda unidad

Volumen 6328.9(5) A®
z 8
Densidad (calculada) 1.747 Mg/m’
Coeficiente de absorcién 0.855 mm
F(000) 3360
Intervalo de medida, 6 2.377 °a30.093°
Intervalo de los indices h,k,| -24<h<28, -13<k<13, -44<|<45
Reflexiones medidas 73709
Datos / restricciones / pardmetros 9279/6 /454
F2 (goodness of fit) 1.031
R (indices finales) [I>20(l)] R; =0.0393, wR, =0.0930
R (indices totales) R;=0.0591, wR, =0.1031
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Tabla B.2. Datos cristalograficos y de refinamiento pertenecientes a la estructura cristalina del
compuesto [Co{(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3S0s)s.

Formula empirica Ci3H,3CoFgN,04,S;
Peso molecular 758.50
Temperatura 100(2) K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalografico Monoclinico
Grupo espacial P21/n

Parametros de la celda unidad

a=9.0812(4); b= 22.5814(13); ¢ = 13.3340(7) A

a=90; B =95.368(2):y=90°

Volumen 2722.4(2) A°
z 4
Densidad (calculada) 1.851 Mg/m”
Coeficiente de absorcién 0.985 mm
F(000) 1544

Intervalo de medida, ©

2.368° a 26.396°

Intervalo de los indices h,k,|

-11<h<10, -28<k<28, -16<I<16

Reflexiones medidas 32892
Datos / restricciones / parametros 5568 /83 /382
F2 (goodness of fit) 1.068

R (indices finales) [I>20(l)]

R:=0.0727, wR, = 0.1616

R (indices totales)

R:=0.0747, wR, = 0.1631

Cédigo CCDC

1400867
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Tabla B.3. Datos cristalograficos y de refinamiento pertenecientes a la estructura cristalina del
compuesto [Co{(Me),(u-ET)cyclen}(H,0),](CF3SO3)s.

Férmula empirica Cy,H36CoCI3N4045
Peso molecular 673.73
Temperatura 273(2) K
Longitud de onda 0.71073 A
Sistema cristalografico Triclinico
Grupo espacial P-1

Parametros de la celda unidad

a =9.5622(5); b= 10.3779(6); c = 13.0054(7) A
o = 87.1770(18); B = 88.5510(17): y = 83.6860(17) °

Volumen 1280.96(12) A®
z 2
Densidad (calculada) 1.747 Mg/m3
Coeficiente de absorcién 1.067 mm "
F(000) 700

Intervalo de medida, 6

2.465°a30.555°

Intervalo de los indices h,k,|

-13<h<13, -14<k<14, -17<I<18

Reflexiones medidas 23455
Datos / restricciones / parametros 7583 /68 /370
F2 (goodness of fit) 1.045

R (indices finales) [I>20(1)]

R; =0.0540, wR, = 0.1485

R (indices totales)

R1=0.0612, wR, = 0.1562

Cddigo CCDC

905150
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