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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico.

ADP: adenosin difosfato.

ARN: acido ribonucleico.

ATP: adenosin trifosfato.

ANOVA: analisis de varianza.

CN: control negativo.

CP: control positivo.

CS: control solvente.

DMEN: Dulbecco’s modified Eagle medium (medio de cultivo).
DMSO: dimetilsulfoxido.

ESI-TOF: ionizacién con electrospray con analizador tiempo de vuelo.
FET: Fish Embryo Acute Toxicity Test.

HEPES: tampdn de acido sulfénico de ion hibrido.

Hpf: horas post fecundacién.

INE: Instituto Nacional de Estadistica.

IR: infrarrojo.

LCso: concentracion letal media.

LDH: encima lactato deshidrogenasa.

MeOH: metanol.

MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.
MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio.

MS-222: metanosulfonato de tricaina.

PBS: tampdn fosfato salino.

p-valor: valor de la probabilidad.

RMN *H: resonancia magnética nuclear de protdn.

RN: rojo neutro.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

uma: unidades de masa atdmica.
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UV: ultravioleta visible.
VIH: virus de inmunodeficiencia humana.
WST: 2-(4-yodofenil)-3- (4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio.

XTT: 2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2Htetrazolio-5-carboxianilida.

Compuestos

L: Cloruro de (E)-4-((2-(3-fluorobenzoil)hidraziniliden)metil)-3-hidroxi-5-
(hidroximetil) -2-metilpiridin-1-ium.

L2 Cloruro de (E)-4-((2-(3-hidroxibenzoil)hidraziniliden)metil)-3-hidroxi-5-
(hidroximetil)-2-metilpiridin-1-ium.

L3 Cloruro de (E)-4-((2-(4-clorobenzoil)hidraziniliden)metil)-3-hidroxi-5-
(hidroximetil) -2-metilpiridin-1-ium.

L% Cloruro de (E)-4-((2-(3-metoxibenzoil)hidraziniliden)metil)-3-hidroxi-5-
(hidroximetil) -2-metilpiridin-1-ium.

Lic: Complejo de vanadio(V) de L.

L2c: Complejo de vanadio(V) de L.

L3c: Complejo de vanadio(V) de L3.

L*: Complejo de vanadio(V) de L*.
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y para [K(L')2]* m/z=645,17 uma.

Figura 41.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L' y estructuras
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Figura 43.- Espectro de RMNH en dmso-ds para el complejo Llc.

Figura 44.- Espectro de infrarrojo para el ligando L con las bandas mas intensas:
v(NH) a 3317 cm™, v(C=0) a 1682 cm™, v(C=C) a 1471-1622 cm™, v(C=N) a 1540 cm™.

Figura 45.- Espectro de infrarrojo para el complejo Lic con las bandas mas inten-
sas: V(NH) a 3172 cm?, v(C=0) a 1594 cm™, v(C=C) a 1582 cm™%, v(C=N) a 1504 cm?, v(C-
0)a 1223 cmtyy(V=0)a975cm™.

Figura 46.- ORTEP de las unidades asimétricas de los compuestos L%, L2, L3y L%
Todos los dtomos que no son hidrégenos se presentan con elipsoides al 50 %. En la uni-
dad asimétrica del compuesto L3 se pueden observar dos moléculas, las cuales interac-
tdan a través de sus nubes 1 y entre los pares de no enlace de los atomos de cloro con
estos anillos.

Figura 47.- ORTEP del catién complejo [VO(L?>-H)(OCHs)(CH3OH)]* en L%c (arriba)
y del complejo neutro [VO2(L3-H)] en L3c (abajo). Los elipsoides de probabilidad son al
50%. Los atomos de hidrégeno se han suprimido para mayor simplicidad.

Figura 48.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los li-
gandos LY, L2y L* evaluada mediante ensayo MTT a 24h. Los valores con *P<0,05 son
significativamente diferentes del CN (control negativo). CP: control positivo.

Figura 49.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los
complejos Lc, L%¢, L3c y L% evaluada mediante ensayo MTT a 24h. Los valores con
*P<0,05 son significativamente diferentes del CN (control negativo). CP: control positivo.

Figura 50.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los li-
gandos LY, L?, L3y L* evaluada mediante ensayo MTT a 48h. Los valores con **P<0,01
*P<0,05 son significativamente diferentes del CN (control negativo). CP: control positivo.

Figura 51.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los li-
gandos L', L%c, L3c y L%c evaluada mediante ensayo MTT a 48h. Los valores con *P<0,05
son significativamente diferentes del CN (control negativo). CP: control positivo.

Figura 52.- Foto de un embridn de pez cebra a las 28h post-fecundacion donde
se observa la cristalizacién del compuesto L3c. Foto tomada con Iphone 6 en esteromi-
croscopio Nikon SMZ1500 a 112,5x aumentos.

Figura 53.- A. Embridn con presencia de Edema pericardico (ED) a las 96 hpf con

el compuesto L3¢ a 300 uM. B. Embridn con presencia de leve lordosis (L) a las 96 hpf
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con el compuesto L% a 300 pM. C. Embridn con presencia de leve lordiosis (L), Edema
en el saco vitelino (ESV) y hipertrofia en la aleta caudal (H) a las 96 hpf con el compuesto
L3c a 300 uM. D. Embridn con desarrollo normal (control negativo). Fotografias tomadas
con Nikon EC-8CF E950 a 100X.

Figura 54.-Toxicidad del compuesto L3, muestra el porcentaje de embriones su-
pervivientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacion. Con-
trol negativo con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — diclo-
roanilina (CP) con una concentracion de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua
autoclavada desclorada y dimetilsulféxido (DMSO) al 0,5%.

Figura 55.- Toxicidad del compuesto L% muestra el porcentaje de embriones su-
pervivientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacion. Con-
trol negativo con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — diclo-
roanilina (CP) con una concentracion de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua
autoclavada desclorada y dimetilsulféxido (DMSO) al 0,5%.

Figura 56.- Toxicidad del compuesto L3¢, muestra el porcentaje de embriones
supervivientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacién. Con-
trol negativo con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — diclo-
roanilina (CP) con una concentracién de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua
autoclavada desclorada y dimetilsulféxido (DMSO) al 0,5%.

Figura 57.- Toxicicdad del compuesto L%c, en la que se representa el porcentaje
de embriones supervivientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post
fecundacion. Control negativo con agua desclorada autoclavada (CN), un control posi-
tivo con 3’4 — dicloroanilina (CP) con una concentracion de 4,00 mg/L y un control sol-
vente (CS) con agua autoclavada desclorada y dimetilsulféxido (DMSO) al 0,5%.

Figura 58.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L? y estructuras
correspondientes a los cationes, [L>+H]* m/z=302,11 uma, [NalL?]* m/z= 324,10 umay
para la especie [K(L')2]* m/z=641,17 uma.

Figura 59.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L? y estructuras
correspondientes a los aniones, [L>-H] m/z= 300,10, [L2CI]" m/z= 336,08 uma y para la

especie [(L?).Cl]'m/z=637.19 uma.
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Figura 60.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L3y las estructu-
ras correspondientes a los cationes, [L3]* m/z=320,08 uma, [NaL3]* m/z= 342,06 umay
para la especie [K(L3)2]*'m/z= 677,10 uma.

Figura 61.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L3y las estruc-
turas correspondientes a los aniones, [L3-H]" m/z=318.07 uma, [L3CI]" m/z=354,04 y para
la especie [(L3),Cl]'m/z=677,11 uma.

Figura 62.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L* y las estructu-
ras correspondientes a los cationes, [L*+H]* m/z=316,14 uma, [NaL*]* m/z= 338,11 uma
y para la especie [K(L*)2]* m/z = 669,20 uma.

Figura 63.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L*y las estruc-
turas correspondientes a los aniones, [L*-H]" m/z=314,11 uma, [L*Cl]" m/z=350,09 uma y
para la especie [(L*)2Cl]" m/z=665,21 uma.

Figura 64.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo Llc y estructura
correspondiente a los cationes, [VOLY(CH3OH)]* m/z=400,06 uma, {Na[VOL(CHsOH)]}
m/z=422,02 uma y para la especie {Na[(VOL}(CH30H),]}* m/z=821,08 uma.

Figura 65.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo Licy estruc-
tura correspondiente a los aniones, [VO,L']" es m/z=384,03 uma, [VOL}(CH30)]" es
m/z=398,06 uma y para la especie {{[VOL*(OCHs)][VO,L']} m/z=783,06 uma.

Figura 66.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L2c y estructu-
ras correspondiente a los cationes [VOL?(CH3OH)]* m/z=398,06 uma, la especie
{Na[VOL?(CH3OH)]}* m/z=420,04 uma y la especie {Na[VOL?*(CH3OH)].}* m/z=817,09
uma.

Figura 67.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo L%c y las es-
tructuras correspondientes a los aniones, [VOL?(CH3O)]" m/z=396,04 uma,
{[VOL?(CH30H)]CI} m/z=432,02 uma y para la especie {[VOL?(CH30H)].Cl} m/z=829,06
uma.

Figura 68.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L3c y las estru-
turas correspondientes a los cationes, [VOL3(CH3OH)]* m/z=416,02 uma,
{Na[VOL3(CH3OH)]}* m/Z= 438,00 y para la especie {Na[VOL3(CH3OH)]2}* m/z=853,02

uma.
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Figura 69.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo L3c y las es-
tructuras correspondientes a los aniones, [VO2L3]" m/z=399,99 uma y para la especie
{[VOL3(CHs0)]Cl} m/z=414,01 uma.

Figura 70.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L* y estructu-
ras correspondientes a los cationes, [VOL*CHsOH)]* m/z=412,07 uma,
{Na[VOL*(CH30H)]]* m/z=420,04 umayy para la especie {Na[VOL*(CH3OH)].}* m/z=845,12
uma.

Figura 71.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo L*cy estructu-
ras correspondientes a los aniones, [VO,L*]" m/z=396,04 umay para [VOL*(CH30)] m/z=
410,05 uma.

Figura 72.- Espectro de RMN 'H en dmso-dg para el compuesto L.

Figura 73.- Espectro de RMN *H en dmso-dg para el compuesto L3.

Figura 74.- Espectro de RMN 'H en dmso-dg para el compuesto L*.

Figura 75.- Espectro de RMN *H en dmso-d¢ para el complejo Lc.

Figura 76.- Espectro de RMN!H en dmso-de para el complejo L3c.

Figura 77.- Espectro de RMN 'H en dmso-ds para el complejo L4c

Figura 78.- Espectro de infrarrojo para el ligando L? con las bandas mas intensas:
v(NH) a 3163 cm™, v(C=0) a 1682 cm™, v(C=C) a 1621 cm™, v(C=N) a 1544 cm™.

Figura 79.- Espectro de infrarrojo para el ligando L3: v(NH) a 3040 cm™, v(C=0) a
1686 cm™, v(C=C) entre 1401-1587 cm™y v(C=N) a 1539 cm™.

Figura 80.- Espectro de infrarrojo para el ligando L* v(NH) a 3360 cm™, v(C=0) a
1695 cm™, v(C=N) a 1547 cm™y v(C=C) entre 1433-1623 cm™.

Figura 81.- Espectro de infrarrojo para el complejo L%c: v(NH) a 3564 cm™?, v(C=N)
a 1595 cm™ v(C=C) entre 1391-1581 cm™, v(C-O)coord @ 1359 cm™ y y(V=0) a 933 cm™.

Figura 82.- Espectro de infrarrojo para el complejo L3c: v(NH) a3272 cm™, v(C=N)
a 1598 cm™, v(C=C) a 1336-1490 cm™?, v(C-O)coord @ 1214 cm?, veym(V=0) a 912 cm y
Vasym(V=0) @ 929 cm™™.

Figura 83.- Espectro de infrarrojo para el complejo L*c: v(NH) a 3301 cm™%, v(C=0)
a 1597 cm?, v(C=N) a 1597 cm™, v(C=C) entre 1343-1578 cm™, v(C-O)coord @ 1229 cm™ y
v(V=0) a 925 cm™.
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Figura 84.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L! (arriba).
Todos los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de
probabilidad. Las interacciones m-1t se muestran en la figura de abajo. Las moléculas del
compuesto interactyan en posicién antiparalela, formando una estructura en capas en
forma de reja. Las distancias entre centroides de las nubes 7 de los anillos y entre éstas
y los dobles enlaces C=N son: 3,596 A, 3,612 A, 3,612 Ay 3,596 A; y 3,713 A en las inter-
acciones dibujadas abajo.

Figura 85.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L? (arriba).
Todos los &tomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de
probabilidad. Las interacciones m-1t son mas escasas en este compuesto y son mostradas
abajo. Las moléculas interactuan preferentemente a través de enlaces de hidrégeno. Las
distancias entre los centroides que indican una interaccién lateral es 3,386 A.

Figura 86.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L3 (arriba).
Todos los &tomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de
probabilidad. Las moléculas interactdan en posicién antiparalela formando capas. La in-
teraccion de par de no enlace del 4tomo de cloro con la nube ©t del grupo piridoxal pre-
domina en este compuesto frente a otro tipo de interacciones. Las distancias entre cen-
troides son de izquierda a derecha: 3,287 A, 3,379 A, 3,717 A and 3,572 A.

Figura 87.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L* (arriba).
Todos los &tomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de
probabilidad. Las interacciones m-mt y los enlaces de hidrégeno se muestran abajo. Las
moléculas interactian a través de las nubes 1t de los anillos de piridoxal, los cuales se
alternan de un lado a otro. Las interacciones por enlace de hidrégeno se producen entre
los iones de cloro, los atomos de oxigeno desordenados y los atomos de nitrégeno de
los grupos hidrazona. Las distancias entre los centroides dibujados son: 3,768 A (arriba)
and 3,727 A (abajo).

Figure 88.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L%c (arriba).
Todos los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de
probabilidad. Los complejos interactian en posicién antiparalela formando dimeros. Es-

tos a su vez interactuan por apilamiento © con otros dimeros a través del anillo del grupo
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piridoxal de un complejo y el anillo fenilico de otro. Las distancias entre las nubes 7 son
de arriba abajo: 3,667 Ay 3,591 A.

Figura 89.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L3c (arriba).
Todos los &tomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de
probabilidad. Los complejos interactian en posicidon antiparalela formando capas. La in-
teraccion de par de no enlace del atomo de cloro con la nube ©t del grupo piridoxal pre-
domina en este compuesto frente a otro tipo de interacciones. También se observan
interacciones entre las nubes 7 de los anillos y las nubes 7 de los enlaces iminicos. Las
distancias entre centroides son de izquierda a derecha: 3.316 A, 3,370 A, 3,386 A, 3,254
A, 3,397 Ay 3,290 A.

Figura 90.- Polihedro de coordinacién en el complejo L%c.

Figura 91.- Polihedro de coordinacién en el complejo L3c.
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RESUMEN

El vanadio como metal es micronutriente esencial con una concentraciéon de
0,3uM en el cuerpo humano. La similitud que presenta el vanadato con el fosfato lleva
a estudiar el vanadio frente a dolencias como el cancer. En este trabajo se buscé conse-
guir metalofarmacos de vanadio con baja toxicidad y estables. Para ello se han sinteti-
zado cuatro compuestos de vanadio con ligandos hidrazona derivados de piridoxal.

Se estudiaron los ligandos hidrazona (L, L2, L3y L*) y los compuestos de oxidova-
nadio (Lc, L%c, L3c y L%c) por diferentes técnicas de caracterizacién: analisis elemental,
espectrometria de masas, espectroscopia RMN H y espectroscopia IR con el fin de con-
firmar la coordinacién del metal a los ligandos y la variada especiacién quimica del va-
nadio en disolucién. Ademas, se realizaron estudios de difraccién de rayos X de mono-
cristal para todos los ligandos y los complejos L?c y L3c. Destacamos la interaccidn de par
de no enlace del &tomo de cloro con la nube mt del grupo piridoxal predomina en el com-
puesto L3c frente a otro tipo de interacciones menos fuertes.

Los estudios de citotoxicidad in vitro de los compuestos se llevaron a cabo en Ia
linea celular A549 (cancer de pulmdn) mediante un ensayo de MTT. Los resultados ob-
tenidos se correlacionan con los obtenidos en rayos X, siendo el compuesto L3c el que
mayor citotoxicidad presenta en general a las diferentes concentraciones en 48h.

Finalmente, se usé el modelo animal pez cebra para la realizacién de los estudios
in vivo. La toxicidad detectada en los compuestos estudiados no nos permitié calcular el
LCso.

Seria necesario profundizar en los estudios in vitro e in vivo para poder concluir
si pueden llegar a ser o no unos buenos candidatos como posibles metalofarmacos an-

titumorales.
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1.

de aunar la quimica inorgdnica y los procesos biolégicos, estudiando el papel biolégico

Introduccion.

1.1. Quimica bioinorganica y farmacologia.

La quimica bioinorganica aparece en el tltimo tercio del siglo XX. Surge con el fin

que desempefian los elementos y compuestos inorgdnicos.

muchos inorganicos, que participan en los procesos bioldgicos. Estos elementos pode-

Hoy en dia se conocen por lo menos 27 elementos esenciales, entre ellos estan

mos clasificarlos respecto a su abundancia en:

Bioelementos principales: C, H, Oy N.

Bioelementos secundarios: S, P, Mg, Ca, Na, Ky Cl.

Oligoelementos: elementos presentes en el organismo en escasa proporcion,

pero esenciales para la vida, Fe, Mn, Cu, Zn, F, |, B, Si, V, Cr, Co, Se, Mo y Sn.

H He
Li | Be B |[C [N |O |[F |Ne
Na | Mg Al |Si [P |S |Cl|Ag
K |Ca |Sc |Ti |V |Cr |Mn|Fe |Co |Ni |Cu|Zn |Ga|Ge|As |[Se |Br|Kr
Rb | Sr |Y Zr INb [ Mo |Tc |Ru|{Rh |Pd|Ag |[Cd|In [Sn |Sb |Te |l | Xe
Cs |Ba |[La* |Hf |[Ta |[W |Re |Os|Ir [Pt |[Au|Hg|Tl |[Pb|Bi |Po|At|Rn
Fr |Ra |Ac* |Rf |[Db |Sg |Bh |Hs |Mt|Ds|Rg |Cn |Nh|Fl |Mc|Lv |Ts|Og

Bioelementos principales ’ Bioelementos secundarios | Oligoelementos

centraciones adecuado, dado que de otro modo pueden ser tdxicos (Vallet, 2003).

participes de procesos fisioldgicos fundamentales, por lo que un conocimiento mas pro-
fundo de sus funciones puede ayudar al descubrimiento de nuevos farmacos que los

contengan. Los farmacos que contienen metales como base fundamental de principio

Es preciso que los elementos esenciales se encuentren en un intervalo de con-

Dentro de estos elementos esenciales se encuentran muchos metales que son
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activo son los conocidos como metalofarmacos. El desarrollo de este campo de investi-
gacion desperté con el gran éxito alcanzado por el cis-platino, metalofarmaco del que
hablaremos en el apartado 1.3.1., y como consecuencia de ello, otros compuestos que
contienen metales comenzaron a investigarse (Baran, 2014).

Es necesario por tanto profundizar en diversos aspectos de la quimica y la bio-
quimica de estos compuestos metdlicos, como por ejemplo, en factores termodinami-
cos, procesos redox, interaccién con dianas bioldgicas como ADN, proteinas y enzimas,
su capacidad para atravesar las biomembranas, asi como las especies quimicas que pue-
dan originarse en reacciones secundarias, que pueden causar efectos tdxicos en los pro-

cesos bioldgicos estudiados (Baran, 2014; Fuertes y Pérez, 2000).

1.2. El cancer: desarrollo y tipologia.

Una célula se reproduce siguiendo una secuencia de acontecimientos ordenados
en los que duplica su contenido y luego se divide en dos. Este proceso, conocido como
ciclo celular, tiene como fin principal reproducir de forma exacta el ADN cromosémico y
segregarlo en dos células, de este modo cada una debe recibir una copia exacta de todo

el genoma.

El ciclo celular (Figura 1) se divide en dos fases principales: interfase, donde la
célula crece y duplica su ADN, y fase mitética, donde se separa el ADN y se produce la
citocinesis. La interfase consta a su vez de tres etapas: fase Gi, fase S y fase Ga. En la
primera etapa la célula crece y duplica los organulos citoplasmaticos, sintetiza el ARN y
las proteinas necesarias para la sintesis de ADN para la duplicacién de los cromosomas.
En esta etapa algunas células pueden entrar en una nueva fase llamada Go donde per-
manecen en reposo, es decir, no contindan su proceso de division. En la fase S se pro-
duce la replicacion del ADN y en la ultima etapa de la interfase, la fase Gy, la célula se
prepara para la mitosis. La interfase termina en el momento que la célula entra en mi-
tosis, donde se siguen una serie de etapas: profase, metafase, anafase y telofase, que
daran lugar a dos células hijas iguales. Estas células hijas entrarian en interfase donde

vuelve a iniciarse el ciclo.
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Las células eucariotas tienen un sistema de control del ciclo celular lo que les
permite detectar errores y repararlos o en caso de no ser posible la reparacién, activar
la muerte celular, lo que se conoce como apoptosis (Abreu y Howard, 2015; Collins,
1997; Xu y McArthur, 2016) . En caso de las células cancerosas los mecanismos de con-
trol se alteran, lo que provoca una divisién incontrolada que desembocan en una neo-
plasia. Una neoplasia es una masa de tejido anormal que crece de manera incontrolada
nutriéndose de las células huésped, lo que provoca una competicion metabdlica con las
células de los tejidos normales. Se diferencia entre neoplasias benignas y malignas segun
se comportamiento clinico. Las neoplasias malignas son aquellas con capacidad de infil-
trarse en estructuras adyacentes, esta capacidad de migrar algunas células es otra ca-
racteristica comun de varios tumores que daria lugar a una metastasis (Kroemer y

Pouyssegur, 2008).
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Figura 1.- Representacion esquematica del ciclo celular. Creada con BIOREDER.
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El cancer se puede definir como una enfermedad provocada por una prolifera-
cién rapida, descontrolada y anormal de células. En muchos casos el inicio viene deri-
vado de una mutacién en uno de los genes que controla la divisién celular o crecimiento.
Las células cancerosas no siguen las reglas basicas del comportamiento celular para or-
ganismos pluricelulares (NIH, Instituto Nacional del Cancer). Existe una gran variabilidad
en el tipo de tumores a pesar de poseer unos rasgos comunes como son, la capacidad
de evitar la apoptosis y el potencial ilimitado de crecimiento (Stucchi et al., 2016). La
mayoria de ellos se caracterizan por reproducirse sin restricciones e invadir o desplazar
tejidos circundantes.

En funcién del tipo de tejido donde tiene origen el cancer, podriamos clasificar
la mayoria de los tipos de cdncer en cuatro grupos:

e Carcinomas: tumores con origen en el tejido epitelial, representan la mayoria

de los casos de cancer, dentro de este tipo podemos diferenciar dos grupos:

- Carcinoma espinocelular o espinalioma: se produce en células
epiteliales escamosas, como seria el cancer de préstata, ovario,
coldén, estémago, eséfago y pulmdn entre otros.

- Adenocarcinoma: se produce en células que revisten las glandu-
las secretoras como seria el caso del carcinoma de células rena-
les.

e Leucemiasy linfomas: se presentan en tejido linfatico y hematopoyético.

e Sarcomas: tumores malignos con origen en el tejido conectivo. Osteosar-
coma y fibrosarcoma serian dos ejemplos de cancer éseo con origen en dife-
rente tipo de células mesenquimales, osteoblastos y fibroblastos respectiva-
mente.

e Cancer originarios del tejido nervioso como el glioma o la retinoblastoma

como ejemplos.

1.2.1. Causas y factores en el desarrollo del cancer.

El cdncer se produce por un cambio en células normales que se vuelven tumora-
les. Esto puede ser resultado de uno o un conjunto de factores. Se trata, fundamental-

mente, de una interaccidn entre factores genéticos y agentes externos. Solamente entre
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un 5-10% de los canceres se heredan, y lo hacen mayoritariamente de manera autosé-
mica dominante con penetrancia incompleta (Nagy et al., 2004). Los factores pueden
ser extrinsecos o intrinsecos. Los factores de riesgo intrinsecos son aquellos en que re-
sultan de errores en el proceso de replicacién del ADN, estos representan entre un 10-
30 % de los factores que contribuyen al desarrollo de un cancer (Wu et al., 2016). Res-
pecto a los factores extrinsecos podemos encontrar tres categorias: agentes carcindge-
nos bioldgicos, fisicos o quimicos.

Dentro de los agentes bioldgicos que pueden dar lugar a un cancer encontramos
determinados virus, bacterias y parasitos. Estos agentes infecciosos podriamos conside-
rarlos facilmente una causa modificable ya que hoy en dia se conocen muchos mecanis-
mos de prevencion frente a muchos de ellos. En la Figura 2 se muestran los agentes
infecciosos a los que mds muertes se les atribuyen por cancer en Europa en el afio 2018.
Por ejemplo, la bacteria Helicobacter pylori causa infecciones a partir de las cuales, en-
torno a un 40% desarrollan un céncer, seguida del virus del papiloma humano y de la

hepatitis By C (Martel et al., 2020).

Cancer cases (all infectious agents) among both sexes in 2018 attributable to infections, in the world, shown by infectious agents

Other agents
(9.3%)

Hepatitis C virus
(7.1%)

Helicobacter pylori
(36.3%)

Hepatitis B virus
(16.3%)

Human papillomavirus
(31.1%)

Total attributable cases: 2 200 000

Data source: de Marte| C, Georges D, Bra{ F. Ferlay}. Clifford GM (2020)
Graph production: Global Cancer Observatory (httnp:! gco.iarc.fr/l
@ International Agency for Research on Cancer 2021

Figura 2.- Porcentaje de agentes infecciosos que producen cancer. Fuente OMS.
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Los agentes carcindgenos fisicos son considerados aquellos que pueden provocar
alteraciones en el organismo por sus propiedades fisicas, sin intervenir una reaccién qui-
mica directa o indirecta. Entre los agentes fisicos podemos destacar las radiaciones io-
nizantes, radiaciones electromagnéticas, traumatismos mecanicos y temperaturas ex-
tremas entre otros. Mayoritariamente la exposicidn a estos carcindgenos fisicos es prin-
cipalmente ambiental o en el ambito laboral.

Finalmente, los agentes carcindgenos quimicos constituyen el grupo mds amplio
y diverso. Pueden producir mutaciones dada su capacidad para interactuar con las dia-
nas bioldgicas, como por ejemplo el ADN, ARN o proteinas, a las que pueden unirse co-
valentemente o no covalentemente. Algunos ejemplos pueden ser: hidrocarburos aro-
maticos policiclicos, aminas aromdticas y compuestos que contengan grupos nitro. Al-
gunos de estos agentes quimicos pueden tener su origen en animales y plantas, como
ocurre en algunos microorganismos del reino Fungi. Por ejemplo, la aflatoxina es un
compuesto téxico generado por hongos del género Aspergillus que infesta a cultivos de
maiz o trigo y tienen efectos cancerigenos. Otras micotoxinas son la ocratoxinas; pode-
mos encontrarla en alimentos derivamos de cereales (Ravelo et al., 2011). Otros pro-
ductos que contienen sustancias quimicas actian como agentes sensibilizantes, no lle-
gan a considerarse carcindgenos, pero pueden producir enfermedades como asma, al-
veolitis o eczemas de contacto, que en algunos casos pueden evolucionar y provocar
enfermedades mads graves como el cancer.

La edad es uno de los factores de riesgo a tener en cuenta en el desarrollo de un
cancer, uno de los motivos principales es el deterioro del sistema inmunoldgico. Aunque
en 2018 los tumores fueron la primera causa de muerte en menores de 14 afios (29.2%),
la edad critica a la hora de desarrollar un cancer se considera a partir de los 60 afios (INE,

2020).

1.2.2. El cancer en la poblacidn espaiiola. El cancer de pulmén.

De acuerdo con las estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica (INE), en
Espana las enfermedades del sistema circulatorio representaron la primera causa de
muerte en 2018 con una tasa del 28,3%, siendo los tumores la segunda causa de morta-

lidad, con el 26,4% del total. Si tenemos en cuenta el sexo, los tumores serian la primera

31



INTRODUCCION

causa de muerte en hombres y la segunda en mujeres (INE, 2019). En la Figura 3 pode-
mos observar los datos estimados de incidencia de los diferentes tipos de cancer en Eu-
ropa en 2018. El cancer de pulmdn es uno de los tumores mas frecuentes, 29.638 casos
fueron estimados en Espafia en el afio 2020 (INE, 2020). En Espafia segin datos de la
OMS, el cancer de pulmdn se presenta como el que mayor tasa de mortalidad produce
frente a los restantes. El principal factor desencadenante de este tipo de cancer se atri-
buye al humo de tabaco, tanto en fumadores activos como pasivos. El humo de tabaco
contiene muchas sustancias entre ellas mas de 40 clasificadas como carcinégenos
(Gallardo et al., 2004). A nivel mundial el cancer de pulmdn junto con el de mama son

los que mayor incidencia (Figura 4).

Estimated number of incident cases and deaths Europe, Spain, both sexes, all ages
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Figura 3.- Grafica de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer en Eu-

ropa. OMS.
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Figura 4.- Gréfica de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cdncer a nivel

mundial. Fuente OMS.

1.2.3. Tratamientos frente al cancer.

El tratamiento mds antiguo frente al cancer es la cirugia. Suele emplearse en tu-
mores sélidos y normalmente se combina con otras técnicas. Después de la cirugia des-
tacan la quimioterapia y la radioterapia como principales tratamientos para paliar el
cancer, ambos se centran en evitar el crecimiento del tumor actuando sobre el ADN
mediante ruptura, dafio o modificacién de su estructura. La radioterapia se centra en
actuar sobre una zona concreta empleando radiacidn ionizante de alta energia. La qui-
mioterapia emplea medicamentos conocidos como agentes antitumorales, en este caso
no actua de manera localizada, por lo que es mas comun en el caso de metastasis.

La radioterapia se fundamenta en el efecto biolégico que producen las radiacio-
nes ionizantes. Con elevadas dosis de radiacion se puede hacer mas lento el crecimiento
de células cancerigenas o destruirlas por dafio en su ADN, con lo que paran de dupli-
carse, mueren y el cuerpo las desecha. El efecto de la radioterapia no es inmediato, se
requieren varias dosis de tratamiento para al fin poder afectar al ADN de las células, las
cuales siguen muriendo después de terminar con las dosis. La radioterapia puede ser

externa, por medio de un haz externo, o interna, por administracion por via oral. Se
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utiliza en aproximadamente el 30% de los tumores, junto con otras terapias. Su finalidad
puede ser paliativa, curativa o complementaria. Su uso mas frecuente al igual que la
cirugia es en tumores localizados sin diseminar (Residentes, 2019).

La quimioterapia principalmente esta enfocada a los tumores diseminados
donde la radioterapia y la cirugia tienen un papel limitado. La quimioterapia es un tra-
tamiento a base de farmacos que tienen como fin destruir las células cancerosas. Se usa
tanto para frenar el desarrollo de un céancer, reduciéndolo o produciendo un crecimiento
mas lento, lo que puede aliviar los sintomas. La quimioterapia se administra a través de
diferentes vias como: oral, intravenosa, intratecal, intraperitoneal, intraarterial, intrave-
sical, intrapleural o tépica. Este tratamiento suele presentar efectos secundarios (caida
de pelo, nauseas, llagas en la boca...) dado el dano, debido a su toxicidad, que también
produce en las células sanas (Residentes, 2019).

La inmunoterapia es un tratamiento en el que se pretende aprovechar el sistema
inmune del propio paciente frente a la lucha contra el tumor. La vacunacion tiene por
objetivo estimular el propio sistema inmune para desarrollar una respuesta. Este trata-
miento destaca por su especificidad, dado que el dafio a los tejidos sanos sera minimo.
La memoria que desarrolla nuestro sistema inmunolégico permitird seguir reconociendo
y destruyendo al tumor en el futuro. Sin embargo, la respuesta a pesar de ser eficaz es
tardia para la cinética del cancer. Se tarda un tiempo en preparar al sistema inmune para
hacer frente al tumor, pero aumenta la supervivencia en ciertos tipos de cancer
(Infantes, 2016).

La terapia dirigida es otro tratamiento de tipo farmacoldgico frente al cancer, en
este caso actua sobre partes especificas de las células cancerosas, como las proteinas
gue envian sefiales a las células, o sobre los tejidos circundantes al tumor. La clave de
estas terapias esta en diferenciar las células cancerigenas de las células normales, para
asi atacar a ciertos biomarcadores cancerigenos, bloqueando genes, proteinas o molé-
culas para frenar el crecimiento de los tumores. Normalmente las terapias dirigidas ac-
tuan sobre blancos especificos (OncolLink Team, 2021).

La terapia hormonal es otro tipo de tratamiento en este caso muy enfocado a
algunos tipos de cdncer como son el de mama, prostata, suprarrenal o de endometrio

gue usan hormonas para crecer. Suele acarrear algun efecto secundario como seria la
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inapetencia sexual, sofocos, nauseas y cambios de humor (American Cancer Society,
2006).

Finalmente, otro tratamiento que se usa es el trasplante de células madre o tam-
bién llamado trasplante de medula ésea, la funcidn de este tratamiento es restituir el
proceso de generacioén de los gldbulos rojos, blancos y las plaquetas. Estas células madre
gue se usan pueden proceder del propio paciente, de un gemelo o de una persona ex-
terna compatible. Este tipo de tratamiento va dirigido a algunos tumores que se originan
en la médula 6sea como leucemias, mielomas multiples y linfomas. Ademads, es un tra-
tamiento que ayuda a los pacientes que recibieron altas dosis de quimioterapia o radio-

terapia a recuperarse (American Cancer Society, 2020).

1.3. Antecedentes metalofarmacos en terapias antitumorales.

1.3.1. Cis-platino

La actividad antitumoral del cis-platino fue descubierta por casualidad por Bar-
nett Rosenberg mientras investigaba como podria afectar la aplicaciéon de un campo
eléctrico en la division celular bacteriana de Escherichia coli. La division bacteriana se
frend por accidn de cis-platino y también la pérdida de replicacién bacteriana. De este
modo se descubrid las propiedades de este compuesto a pesar de ya estar descrito con
anterioridad. Derivada de esta investigacion surge una cascada de investigaciones rela-
cionadas con este compuesto y su efecto contra el cancer.

El principal mecanismo de accion en el que participan los compuestos quimicos
en los tratamientos de quimioterapia va enfocado sobre el ADN. Los compuestos de cis-
platino destacan, en sus efectos antineoplasicos, por la capacidad de producir dafios
irreparables en el ADN (Shaloam y Tchounwou, 2014). El cis-platino se convirtié en un
compuesto de referencia que permitié la busqueda de otros complejos de platino, la
mayoria plano-cuadrados, asi como de otros metales con mejores propiedades. La bus-
gueda de compuestos que reduzcan los efectos secundarios, y que presenten una fun-
cion selectiva hacia las células tumorales es la clave de estos estudios. Entre los efectos
secundarios del cis-platino podriamos destacar los vomitos y la alopecia. Ademas el cis-

platino produce otros efectos téxicos como, por ejemplo, nefrotoxicidad acumulativa
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(Aladrén, 1993; Lee et al., 2009), y la pérdida de la sensibilidad en la funcién auditiva en
menores de edad (Toral-Martifién et al., 2003).

Normalmente, el cis-platino genera respuestas clinicas positivas. A pesar de esto
muchas células se adaptan a la presencia del farmaco y reanudan su proliferacidn. Asi,
ciertos canceres, como el de cuello uterino, terminan desarrollando resistencia al cis-
platino (Zhu et al., 2016). Para ciertos tipos de cancer, como es el cancer de estémago
avanzado, la quimioterapia no surte su efecto cuando este tipo de células cancerigenas
presentan resistencia a multiples farmacos. Esto se correlacioné con un aumento de la
expresion de glicoproteinas como la LAMA4 (Peng et al., 2020).

El cis-platino es suministrado de forma intravenosa y se difunde a través del
plasma como una molécula neutra, debido a la elevada concentracién de cloruros en
plasma. Al entrar en las células, cuya concentracién de cloruros es menor se produce
una substitucién nucleofilica de cloros por moléculas de agua. Una vez cargado el com-
puesto puede atravesar la membrana nuclear, acceder a las bases purinicas del ADN y
deformar la doble hélice. Dada la toxicidad que presenta este compuesto para las células
en general, es necesario el uso de agentes que neutralicen sus efectos para reducir la
toxicidad (Bakhtiar y Ochiai, 1999; Cuevas et al., 2012). Otros estudios centrados en can-
cer testicular muestran como gracias al uso de antioxidantes, que acompafan al trata-
miento con el cis-platino, éste reduce los efectos perjudiciales en el epitelio tubular se-
minifero (Santana et al., 2010). A pesar de presentar una citotoxicidad elevada, en la
actualidad se emplea como tratamiento para el cancer, concretamente de pulmodn, ve-
jiga, colorrectal, testicular, de ovario y de cabeza (Dilruba y Kalayda, 2016). El cis-platino
sigue empledandose en forma de compuestos parecidos con modificaciones en su estruc-
tura, con aminas y fosfinas como ligandos, que parecen inducir la apoptosis en células

tumorales resistentes al cis-platino (Ramos-Lima et al., 2007).

1.3.2. Otros metalofarmacos con propiedades antitumorales.
e Complejos con ligandos derivados de fenantrolina
La fenantrolina es uno de los ligandos mas comunes a la hora de preparar com-

puestos que puedan utilizarse como metalofarmacos. El uso de este tipo de ligandos
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esta relacionado con la capacidad de la fenantrolina, con estructura plana, de interca-
larse en dianas bioldgicas tan importantes como el ADN.

Entre los compuestos de este tipo destacan complejos mononuclares de cobre
(), que presentan actividad inhibidora del crecimiento frente a la linea celular A549
(Valdez-Camacho et al., 2020). Diferentes complejos de niquel con derivados de fenan-
trolina también muestran actividad citotdxica frente a la misma linea tumoral. En este
caso se ha estudiado la induccién de apoptosis mediante la generacién de ROS por me-
dio de una serie de ensayos que utilizan la excitacién electrénica con luz visible, pero
estos compuestos no son citotdxicos a elevadas concentraciones en ausencia de luz, y
no presentan casi toxicidad frente a células normales (Banaspati et al., 2020). También
se conocen complejos de oro con ligandos fenantrolina, de geometria plano-cuadrada,
gue han demostrado capacidad de inducir apoptosis y pérdida de potencial de la mem-
brana mitocondrial en la misma linea celular de cadncer de pulmén (Dey et al., 2020).

La afinidad de un farmaco por el ADN podria considerarse uno de los objetivos
mas importantes en la busqueda de potenciales compuestos antitumorales. En el caso
de complejos de polipiridilo de rutenio (Figura 5), que contienen otros ligandos deriva-
dos de la fenantrolina, este ligando se intercala en el ADN y sirven para detener el ciclo
celular en la fase S, también producen apoptosis en células A549 mediante la via mito-
condrial, por medio de la interaccidn con las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Jiang

etal., 2020).

Figura 5.- Ligando de polipiridilo que se utiliza para complejar al Ru.
El complejo de cobalto(ll) que contiene fenantrolina (Figura 6), presenta una ci-
totoxicidad moderada frente a células de carcinoma hepatocelular (HEPG-2), glandula

mamaria (MCF-7) y carcinoma colorrectal (HCT-116) (Al-Omair, 2019).

37



Figura 6.- Complejo de cobalto con dos ligandos fenantrolina.

Esta lista de complejos con derivados de fenantrolina también se incluyen com-
plejos de zinc (Il), los cuales han sido probados en lineas cancerigenas de ovario (A2780),
de mama (MCF7) y cédncer cervical (Hela), asi como fibroblastos V79 no tumorales con
muy buenos resultados (Matos et al., 2019(A)).

Los complejos de cobre de que se muestran en la Figura 7 con ligandos de fenan-
trolina, fueron estudiados en la linea A2780 y presentan una importante capacidad ci-

totdxica (Nunes et al., 2020(A)).

Figura 7.- Complejo de cobre con fenantrolina como ligandos.

Otras investigaciones realizadas con complejos de hierro, con ligandos derivados
de fenantrolina, presentan actividad citotéxica en lineas celulares de Hela, H1299, MDA-
MB-231 vy células escamosas de cancer de eséfago. En estos estudios destacamos que la

mayoria de ellos interactuan principalmente con el surco del ADN e inducen dafio al ADN
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plasmidico, proceso en el que se observdo un aumento de agentes ROS. En complejos
como éstos, el ciclo celular se detiene en la fase Go y G1 (Matos et al., 2019(B); Ye et al.,
2019).

El iridio también fue objeto de estudio con ligandos derivados del compuesto
fenantrolina. En la Figura 8 se muestra un ejemplo. Destacamos este complejo de iridio
por su capacidad citotoxica del orden de 10 veces mayor que el cis-platino frente a la
linea celular A549-CD R (resistente al cis-platino). Ejerce su actividad anticancerigena
induciendo ROS y alterando asi el potencial de membrana mitocondrial (Xiao et al.,
2018). Hay también otros complejos de iridio con el mismo ligando que presentan una
tasa de inhibicion del crecimiento celular, en la linea celular A549, del 76,34% (Du et al.,

2019).

OH

Figura 8.- Complejo de iridio con un ligando derivado de fenantrolina.

Algunos complejos con ligandos derivados de polipiridilo unido a un grupo fe-
nantrolina con Ru(ll), presentan mayor selectividad en células tumorales A549 y células
normales en comparacidn con el cis-platino. Estos compuestos detienen el ciclo celular
en G2/M provocando apoptosis a través de la via mitocondrial mediada por ROS (Chen
etal., 2016).

Como ultimos ejemplos de metalofarmacos que contienen en su estructura fe-
nantrolina, podemos destacar los complejos de plata y paladio. Los compuestos de plata
presentan efectos citotdxicos frente a células de hepatocarcinoma humano (HepG2) y

carcinoma de rifién (A498). Los complejos de paladio presentan capacidad para unirse
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al ADN plasmidico y actividad citotéxica frente a células MCF-7, SKBR-3 y MDA-MB-231
(Fatahian-Nezhad et al., 2021; Mujahid et al., 2015).

e Complejos con ligandos derivados de bases de Schiff.

La base Schiff (Figura 9) es un grupo funcional comun en la complejacién de mu-
chos metalofarmacos. Complejos de cobre con este grupo funcional, y que también con-
tienen fenantrolina, presentan actividad citotdxica frente a las lineas celulares A2780 y
MCF-7, de cdncer de ovario y de mama respectivamente. Este tipo de complejos mues-
tran unos valores de inhibicion del crecimiento mucho mayores que el cis-platino (Nunes

etal., 2020 (B)).

|
R'/C\R

Figura 9.- Esquema de base Schiff.

Complejos de oro que presentan ligandos, que contienen el grupo funcional base
Schiff, con una geometria plano-cuadrada, interaccionan con el ADN a través de inter-
calacién. Estos complejos y el ligando se estudiaron en ensayos in vitro mediante la téc-
nica de MTT frente a la linea celular A549, donde se demostré que el ligando presenta
mayor actividad citotoxica (Sankarganesh et al., 2019).

En la Figura 10 podemos ver la estructura de algunos complejos de metales de
Cr(I11), Ru(I11), Mn(l1), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) y Zn(ll) con ligandos que presentan el grupo base
Schiff. Todos muestran actividad citotéxica frente a células A549 y MFC-7 (Alturigi et al.,
2018). Otros ejemplos diferentes con Cu(ll), Zn(l1) y Ni (I1) y base Schiff (Figura 11), mues-
tran citotoxicidad elevada superando al metalofarmaco de referencia (cis-platino) frente
a la linea A549 (Lee et al., 2016). Es de destacar que en algunos ligandos tipo base Schiff
muestran mayor actividad anticancerigena por si solos que complejados (Hussain et al.,

2019).
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Figura 10.- Complejos metalicos con un ligando derivado de base Schiff.

Zn

O\ / OH,
_N/ \Br

Br

Figura 11.- Complejo de Zn y una base de Schiff.

Este no es el Unico ejemplo de ligandos que pueden presentar mas citotoxicidad
por si solos que formando complejos. Los complejos con Fe, que podemos ver en la Fi-
gura 12, muestran una actividad anticancerigena reducida en comparacion con los ligan-
dos libres. Los estudios para estos ligandos demostraron que inhiben la actividad de Ia
enzima ribonucledtido reductasa. Tanto los ligandos como los complejos no promueven
significativamente la apoptosis. Los efectos citotoxicos de los compuestos L2 y L4 son
los mas importantes. Esto indica que modificaciones en los sustituyentes de la acilhidra-

zona pueden alterar su citotoxicidad (Yao et al., 2019).
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Figura 12.- Complejo de hierro con diferentes ligandos derivados de bases de Schiff.

Los complejos de rutenio (Il) con ligandos benzohidrazona aromaticos y planos,
los cuales se enlazan al rutenio de manera bidentada, forman una estructura con geo-
metria pseudo-octahedrica tipica (Figura 13). Estos potenciales farmacos se han pro-
bado in vitro frente a la linea de cancer de pulmdén A549, provocan apoptosis en la fase

Go/G1 e inhiben el crecimiento dependiendo de la dosis (Raj et al., 2018).

i
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R
Figura 13.- Complejo de rutenio con ligando derivado de benzohidrazona.
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e Complejos con ligandos derivados del grupo imidazol.

El bencimidazol (Figura 14) destaca también entre uno de los ligandos mas co-
munes a la hora de disefiar metalofarmacos antitumorales. Ejemplos de complejos de
cobalto, manganeso, hierro, niquel y cobre con bencilimidazol piridina como ligando,
presentan una potente actividad citotdxica frente a la linea A549 y son practicamente

inactivos frente a células normales. El complejo de manganeso el que mas actividad
N
H>
N

Otro ejemplo es el complejo carbeno de plata con ligando benzimidazol. Este

citotdxica presentd (Icsel et al., 2020).

Figura 14.- Bencimidazol.

complejo muestra mejores resultados que el cis-platino en la linea A549 (Guarra et al.,
2020).

Los compuestos de hierro, cobre y cromo, en los que el ligando, derivado del
grupo imidazol, se une de forma bidentada, presentan actividad citotéxica en células
MCF-7 y HepG-2, los cuales interaccionan con el ADN mediante intercalaciéon (Abdel-
Rahman et al., 2020).

Los complejos de oro también presentan capacidad para reducir la proliferacién
celular de la linea A549, concretamente interaccionan con el ADN en la regidn principal
del surco menor, rica en las bases nitrogenadas G-C (Kanthecha et al., 2019).

Otros ejemplos serian los compuestos de rutenio (II) con metilimidazol. En ensa-
yos MTT, estos complejos muestran una gran actividad antiproliferativa en células can-

cerigenas de pulmdn A549, mediante vias apoptoticas mitocondriales (Yang et al., 2012).

e Complejos derivados de quinoleinas.
En la Figura 15 podemos ver la estructura de una quinolina. Una serie de com-
plejos con cobre, con quinoleinas como ligandos, exhibieron gran actividad citotéxica

frente a la linea celular A549, e indujeron la muerte celular a través de la activacion de
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las vias apoptéticas y autofagicas (Figura 16) exhibieron un perfil de seguridad mas ele-
vado en comparacioén con el control cis-platino e inhibieron eficazmente el crecimiento
tumoral (Gul et al., 2019). Otros complejos similares con otros metales como el plomo

también ejercen efectos citotdxicos en la linea celular A549 (Lik6ova et al., 2020).

X
=
N
Figura 15.- Quinolina.
H5CO H,CO
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Figura 16.- Complejos de cobre con ligandos derivados de quinoleina.

e Complejos con ligandos derivados de semicarbazonas.

Otros ligandos que se suelen utilizar serian los derivados de tiosermicarbazonas.
Los complejos de cobre (1) con tiosemicarbazonas, presentan un comportamiento redox
flexible. Rompen la cromatina nuclear mediante vias hidroliticas y oxidativas, activan la
proteina p53, e inducen la formacidn de especies reactivas de oxigeno ROS. La actividad
antiproliferativa de la tiosemicarbazona aumenta al quelatarse con metales como el co-
bre, y se reducen los efectos secundarios como la alopecia y la inmunodepresién (Singh
etal., 2020).

Los complejos de Cu(ll), Ni(ll), Zn(ll), Fe(lll) y Mn(lll) con tiosemicarbazonas

muestran citotoxicidad significativa en las lineas celulares de leucemia mielégena cro-
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nica humana K562 y sobre el carcinoma de mama humano MCF-7. Estos estudios mues-
tran que el ciclo celular se detiene en la fase Go/G1 y que depende del tiempo. En cam-
bio, el ligando muestra baja efectividad por si solo (Sardroud et al., 2020).

Los complejos plano-cuadrados de Ni(ll) con ligandos resultantes de la conden-
sacion de 2-(difenilfosfino)-benzaldehido y 4-fenil-semicarbazida y como coligandos,
pseudohaluros que actian como monodentados, presentan actividad antitumoral in vi-
tro y ésta no se ve afectada por la presencia del centro metalico. Los ligandos y comple-
jos muestran la misma actividad respecto a varias lineas celulares entre las que se en-
cuentra la A549. Estos complejos detienen el ciclo celular en la fase S, y su citotoxicidad
es dependiente de la concentracién. Se unen al ADN de forma covalente y tienen capa-
cidad para escindir al ADN de manera similar a la topoisomerasa | (Milenkovic et al.,
2014).

e Complejos con ligandos fotoactivos derivados de antraceno.

En la Figura 17 se muestra un complejo de hierro (lll) con un grupo salicilato, una
base de dipicolilamina y un grupo antracenilo fotoactivo. Este complejo se intercala en-
tre los pares de bases del ADN provocando la fotoescision de ADN plasmidico. Muestra
actividad anticancerigena frente a Hela mediante un proceso de fotoactivacion. Por
tanto, complejos que contengan ligandos fotoactivos pueden ser interesantes en foto-

quimioterapia (Garai et al., 2015).
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Figura 17.- Complejo de hierro con ligandos fotoactivos.
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e Complejos que presentan grupos alquino
La gran cantidad de complejos derivados de alquinil oro estd muy documentada.
Un ejemplo de uno de ellos es el de la Figura 18. Son muy interesantes como antiproli-
ferativos y normalmente son estables in vitro. Variando los grupos que se unen al grupo
alquino se observan una gran diversidad de propiedades bioldgicas. Entre ellas podemos
destacar la inhibicidon de la tiorredoxinas, destruccion del ADN, detencidn del ciclo celu-

lar y la induccién a apoptosis (Yang et al., 2020).

7N
“ ~

Figura 18.- Complejo de oro con ligando derivado del grupo alquinilo.

e Complejos derivados de indol-pirazolinas

Los complejos de renio con ligados indol-pirazolina, como se muestran en la Fi-
gura 19, interactdan con el ADN en el surco como modo de interaccion mas probable.
Estos complejos y sus ligandos se ensayaron in vitro, por medio del ensayo MTT, en cé-
lulas A549 y se observd que a medida que aumenta la concentracidn, la proliferaciéon
celular disminuye. Los complejos que presentan grupos carbonilo, CO, y ligandos hete-
rociclicos son los mas prometedores. Es interesante destacar su capacidad para actuar
sobre diferentes dianas biolégicas. También fueron probados como antibacterianos

(Varma et al., 2020).
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Figura 19.- Complejos de renio con ligados indol-pirazolina.

1.4. La quimica del vanadio.

1.4.1. Caracteristicas generales y aplicaciones farmacoldgicas.

El vanadio es un metal grisdceo cuya densidad es 6,11 g/cm3. Se trata de un metal
de transiciéon del grupo 5 cuyo nimero atédmico en 23. El vanadio tiene veintiséis
isétopos conocidos (entre %V y ®V) y su configuracion electrénica es [Ar]3d34s2.
Presenta un intervalo de estados de oxidacién entre el -l y el +V. Las formas mas estables
en disolucién son: lll, IV y V. Pasa de un estado a otro mediante procesos de oxidacion-
reduccidn y transfiere un electrén de cada vez. El anidn vanadato, VO4*, y el cation
vanadilo, VO?, son las especies predominantes de los estados de oxidacién IV y V en
condiciones fisioldgicas, aunque pueden presentarse otras especies de aniones,
resultado de reacciones de polimerizacién, V4012*"y V10028%", y otros cationes, como
VOy*y V3* ( Contreras-Cadena et al., 2014; Cuevas et al., 2012; Guevara, 2018).

La abundancia del vanadio es del 0,02% en la corteza terrestre. Después del mo-
libdeno es el metal mas abundante en el mar, con 35nM de concentracion. Se trata de
un micronutriente esencial para muchas especies marinas y terrestres, participa en la
sintesis de clorofila de organismos fotosintéticos, puede actuar como aceptor de elec-
trones en la respiracion bacteriana, componente activo de haloperoxidasas en algas y
hongos y a nivel humano su carencia puede provocar alteraciones en la absorcién y de-
gradacion de carbohidratos y lipidos, ademas de problemas 6seos y psicoldgicos entre

otros. Principalmente son los tunicados y el hongo Amanita muscaria los organismos
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que presentan mayores acumulaciones de vanadio en el organismo (Cuevas et al., 2012;
Contreras-Cadena et al., 2014; Rehder, 2012).

La concentracidn intracelular promedio del vanadio en humanos es 0,3 uM, la
cual se puede mantener mediante la ingesta de alimentos y agua que nos lo proporcio-
nan (Rehder, 2012). La cantidad consumida diariamente a través de los alimentos es de
0,01-0,03 mg V/dia. A nivel interno la mayor parte del vanadio se excreta a través de las
heces y no sigue un proceso de absorcién eficaz. El vanadio también presenta unos ma-
ximos de exposicién por encima de los cuales puede ser toxico y perjudicial para la salud
humana. Los valores de peligro inmediato para la salud serian: 7mg (por via intravenosa)
y 35mg (por via inhalatoria) (Costa et al., 2015).

En los fluidos corporales y extracelularmente el vanadio predomina como anién
vanadato. Al contrario en el interior celular predomina como un catién vanadilo (Scibior
etal., 2020).

El anién vanadato y anién fosfato presentan una estructura similar. Este es el
motivo por el que diversas enzimas lo reconocen como tal, incorporandolo a los proce-
sos metabdlicos como, por ejemplo, la ATP-sintasa, que incorpora el vanadio al ADP for-
mando ADP-V (Goodno, 1979).

Son diversas las potenciales aplicaciones farmacolégicas del vanadio. A nivel ce-
lular los compuestos de vanadio activan numerosas vias de sefializacién y factores de
transcripcion lo que potencia sus aplicaciones (Costa et al., 2015). El potencial de los
compuestos de vanadio esta creciendo y abarca desde propiedades antibacterianas, an-
tifungicas, antiparasitarias, antivirales, anticancerigenas, antiheperesterolémicas, car-
dioprotectoras, actividad neuroprotectora..., incluso participa en mecanismo de accién
frente a la actividad del apetito para regular los tratamientos de obesidad (Scibior et al.,
2020).

Los compuestos de vanadio son unos buenos candidatos para usar como meta-
lofarmacos en muchas enfermedades que afectan a la poblacién mundial. Sin embargo,
su potencial se ve frenado debido a la toxicidad que provoca su acumulacién en el orga-
nismo.

Una de las potenciales aplicaciones mas comunes es como farmaco frente a la

diabetes. Los compuestos de vanadio muestran efectos similares a la insulina in vitro e
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in vivo. La terapia con vanadio induce normoglucemia, de este modo mejora la homeos-
tasis de la glucosa en experimentos realizados en roedores diabéticos deficientes y re-
sistentes a la insulina. También se observé un aumento del nivel de insulina en el higado
y los tejidos musculares de pacientes diabéticos de tipo Il, después de la terapia con
vanadio (Costa et al., 2015; Rehder, 2012; Rehder, 2020; Shechter et al., 2003; Xie et
al., 2014; Zorzano et al., 2009).

En la busqueda de mejorar el tratamiento de la diabetes de tipo | se ha aislado el
compuesto bis(alixinato) oxidovanadio(lV), obtenido de alixinas, compuestos presentes
en el ajo. Su relevancia ha sido comprobada in vitro e in vivo y su alta actividad insulino-
mimética se comprobé al observar la liberacién y mejora de la absorcion de la glucosa
en adipocitos libres (Adachi et al., 2006). Enfocado a la diabetes tipo Il, destacamos el
uso de derivados de d6xido-vanadio que actian mimetizando la labor de la insulina
(Meister y Butler, 1996). Por ejemplo, el bis-maltolato-oxidovanadio(lV) incrementa la
absorcién de glucosa en un 60%, produciendo una mejora de la actividad de la insulina
(Sanchez-Lara et al., 2018). Estudios de bis-(maltolato) oxidovanadio(IV) demostraron
eficacia en experimentos in vivo con ratas, frenando el apetito y disminuyendo el peso
corporal, efecto que se debe a la expresién de neuropéptidos hipotaldmicos. El potencial
antiobesidad de este farmaco se contrarresta con los efectos secundarios que provoca
la administracion de elevadas dosis, lo cual baja la absorcién de selenio (lo que puede
provocar envejecimiento prematuro, pérdida de elasticidad,..) y aumenta la propensién
a infecciones (Contreras-Cadena et al., 2014; Mukherjee et al., 2004; Wang et al., 2001).

El papel del vanadio en enfermedades parasitaria juega un rol importante desta-
cando sus aplicaciones en el tratamiento de las tripanosomiasis. La enfermedad del
suefoy la enfermedad de las Chagas, causadas por Tripanosomas bruceiy Tripanosomas
cruzi respectivamente, son dos ejemplos de este tipo de tratamientos (Gambino, 2011).

La multifuncionalidad de los compuestos con vanadio también se puede obser-
var en su actividad antibacteriana. Compuestos de vanadio con ligandos derivados de
tiosemicarbazona, han demostrado, en estudios recientes, actividades antibacterianas
incluso para bacterias muy resistentes a farmacos y un enorme potencial en la curacién
de heridas (Bueloni et al., 2020; Ma et al., 2020).

Otra de las aplicaciones de compuestos de vanadio que podemos destacar es
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como anticonceptivo, ya que provoca la inmovilizacién de los espermatozoides (D’Cruz
y Uckun, 2005).

Por ultimo, pero no menos importante cabe destacar también la aplicacién de
compuestos de vanadio en enfermedades tropicales causadas por virus y pardsitos
(Rehder, 2020). El papel de los compuestos de vanadio frente a virus, no esta todavia
perfectamente esclarecido, pero se ha demostrado que muchos complejos de vanadio
inhiben la transcriptasa inversa viral, con esto se bloquea la reproduccién del virus

(Costa et al., 2015).

1.4.2. Caracteristicas especificas para su estudio como antitumoral.

Los compuestos de vanadio también juegan un papel importante en los trata-
mientos contra el cancer. La capacidad de los compuestos de vanadio para actuar como
miméticos de peroxidasas, catalasas y nitrogenasas es muy relevante, y como tal, la po-
sibilidad de actuar en muchos procesos redox (Crans et al., 2004). Principalmente el me-
canismo de accién de estos compuestos es la interrupcidon del metabolismo celular a
través de la generacién de especies ROS, alteracidon de mitocondrias y lisosomas que
impiden mantener la homeostasis celular y provocan la apoptosis. Debido a la toxicidad
de estos compuestos y/o al dafio que producen en el ADN también se puede alterar la
proliferacion celular (Costa et al., 2015; Kioseoglou et al., 2015; Wong et al., 2019) .

Los compuestos de vanadio, parecen ejercer una accion quimiopreventiva contra
la tumorogénisis en varios tipos de cancer, encontrando en algunos compuestos dife-
rentes mecanismos de accion para la inducciéon a apoptosis (Bishayee et al., 2010;
Contreras-Cadena et al., 2014).

Diferentes estudios han demostrado la capacidad de compuestos de vanadio
para reducir o frenar el desarrollo de tumores inducidos quimicamente en érganos
diana. Un ejemplo de esto es la aplicacion de sulfato de vanadio suministrado en la dieta
de ratas con cancer mamario inducido, dénde de observé que en etapas posteriores al
inicio de la carcinogénesis disminuyo la proliferaciéon celular, en parte mediante meca-
nismos como la peroxidacion lipidica. Otro ejemplo lo encontramos en el uso de meta-

vanadato de amonio, gracias al cual no se manifestaron tumores en intestino, después
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de su administracion en agua potable durante 30 semanas, en ratones que estaban
siendo tratados con 1,2-dimetilhidrazina (Bishayee et al., 2010).

Es muy interesante buscar un equilibrio entre la toxicidad que presentan algunos
compuestos de vanadio y sus efectos terapéuticos, o en su caso una selectividad espe-
cifica frente a células dafiadas, al margen de poder afiadirle a los compuestos otras cua-

lidades terapéuticas como podria ser la antibacteriana (Kaplanek et al., 2015).

1.4.3. Compuestos de vanadio como antitumorales.

Un espectro diverso de compuestos de vanadio ha surgido en los ultimos afios
en busca de un tratamiento para neoplasias malignas. Todos estos compuestos, que se
han sintetizado y ensayado en el tratamiento del cancer, podriamos clasificarlos en di-
versas “familias”: organometalicos de vanadoceno, compuestos que contienen oxidova-
nadio, peroxidovanadatos binarios y ternarios, complejos de perdxido-betaina y espe-
cies de polioxovanadato. La presencia de intercaladores aromaticos en la espera de
coordinacion del vanadio es importante, ademas de aumentar la rigidez de la estructura

del compuesto, influyen en los mecanismos de accion (Kioseoglou et al., 2015).

El tipo de ligando va a determinar la estructura y las propiedades del complejo,
entre la inmensa variedad de ligandos las hidrazonas (que desarrollamos a fondo en el
siguiente apartado) son unas de las mas comunes. Se muestran a continuacion una serie

de complejos de vanadio como anticancerigenos.

En la Figura 20 podemos observar un complejo de vanadio en este caso con li-
gandos derivados de aroilhidrazonas que contienen grupos base de Schiff, el cual cons-
tituye el grupo hidrazona. Este y otros compuestos similares fueron estudiados in vitro
para explorar su actividad como anticancerigenos frente a las lineas de cancer de ovario
A2780 y préstata PC3, donde demostraron su actividad citotéxica. En el caso de estos
ligandos no presentan citotoxicidad en solitario, pero si muestra muy buena actividad

los complejos con V(IV) (Banerjee et al., 2020).
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Figura 20.- Complejo de vanadio con ligandos derivados de aroilhidrazonas.

En la Figura 21 se muestran complejos de mono- y didxido-vanadio(V) que con-
tienen la forma desprotonada de un ligando base de Schiff, el cual actia como triden-
tado. Estos compuestos fueron investigados como anticancerigenos en la linea de can-
cer de mama MCF-7. Todos los complejos mostraron muy buenas actividades antican-
cerigenas, especialmente en dosis bajas, dato relevante dado que las dosis altas pueden
producir efectos secundarios mas graves. Las principales lineas de investigacidn en este
campo se centran en estudiar las dosis mas bajas que produzcan el efecto clinico
deseado. Los complejos de vanadio deben su actividad antiproliferativa a la capacidad
para producir especies reactivas ROS, situacion que altera la estabilidad de las células
tumorales e induce la apoptosis (Ebrahimipour et al., 2015).
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Figura 21.- Complejo de vanadio con un ligando derivado de base Schiff.
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El complejo de vanadio con ligandos derivados de benzimidazol, interactia con
el ADN y muestra una muy buena capacidad antiproliferativa frente a linea de cancer de
pulmon A549, cancer de mama humano vy la linea de queratinocitos humanos (Mal et

al., 2017).

La especie ternaria de prexdxido-betaina de vanadio muestra propiedades anti-
cancerigenas frente a la linea tumoral A549. Los heteroligandos quimicamente activos
como es el caso, pueden mejorar la actividad antitumoral del vanadio, asi como, la es-

pecificidad de la diana bioldgica (Petanidis et al., 2013).

En la Figura 22 se muestra un complejo de oxidovanadio con el flavonoide crisina.
Este complejo se estudio frente al osteosarcoma humano y se demostré como el com-
plejo con el vanadio mejord la actividad antitumoral del ligando y los efectos antiproli-
ferativos de estos tumores. Se estudié también como este compuesto interactia con
lisosomas y mitocondrias ademads de con el ADN celular. En estos estudios el principal

mecanismo de accién considerado es el aumento de especies ROS (Leon et al., 2013).
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Figura 22.- Complejo de oxidovanadio con el flavonoide crisina.

53



Otro ejemplo de induccion de apoptosis mediada por especies ROS, seguido de
la despolarizacidon de la membrana mitocondrial, seria el compuesto de la Figura 23, un
complejo de vanadio con ligando tipo base de Schiff que contiene grupos piridoxal. En
un estudio se observé un 57% de mortalidad celular en la linea A549 de cancer de pul-
mon (Strianese et al., 2013). El piridoxal es un grupo funcional interesante para formar
complejos con metales como el vanadio, dada la estabilidad que les confiere (Jakusch et

al,, 2018).
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Figura 23.- Complejo de vanadio con ligando derivado de base Schiff.

Debido a la actividad biolégica multifuncional y la amplia gama de efectos que
presentan los compuestos de vanadio (Scibior et al., 2020) se pueden considerar una
potente herramienta frente a la lucha contra varias enfermedades, el cancer entre ellas.
Por este motivo a continuacién desarrollamos nuestra investigacion siguiendo los pasos
de otras investigaciones, pero innovando con una serie de compuestos.

1.5. Hidrazonas.

En la actualidad las hidrazonas despiertan mucho interés, son compuestos hete-
rociclicos bioactivos que presentan una amplia diversidad de aplicaciones bioldgicas y
clinicas.

1.5.1. Compuestos de hidrazonas y sus propiedades bioldgicas.

Los ligandos hidrazona han despertado la atencion a lo largo de los afos debido
a sus propiedades, la diversa gama de aplicaciones, su variabilidad en la estructura y su
capacidad quelante. La relacion entre la quimica estructural y la actividad biolégica esta
cada vez mas clara. Las hidrazonas son compuestos heterociclicos que contienen en sus

estructuras nitréogeno, oxigeno u otros heterodtomos lo que le confiere una gran versa-
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tilidad frente a esta actividad. Los grupos base Schiff que hemos mencionado anterior-
mente, que se caracterizan por contener un enlace -C=N- en su estructura, podrian con-
siderarse importantes en estos procesos.

Entre las propiedades farmacoldgicas de las hidrazonas (ver Figura 24) podemos

destacar:

e anticancerigenas (Bhaskar et al., 2015; Zhao et al., 2010),

e antivirales (Khattab et al., 2019),

e antituberculosas (Mahajan et al., 2011; Patole et al., 2003),

e antimicrobianas (Oniga et al., 2012),

e antiinflamatorias (Kajal et al., 2014),

e anticonvulsivas (Zhao et al., 2010),

e antiprotozoarias (Coa et al., 2015; Inam et al., 2014),

e anti VIH (Shah et al., 2018),

e antioxidantes (Belkheiri et al., 2010)

e vy analgésicas (Sondhi et al., 2006).
[ antiinflamatorias ] [ anticonvulsivas ]

[ antimicrobianas ] [ antiprotozoarias ]
[ antituberculosas ] [ anti VIH ]
— [ antioxidantes
[ antivirales ]
[ anticancerigenas ] Hidrazonas [ analgésicas

Figura 24.- Esquema de las propiedades mas destacadas de las hidrazonas.
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Como ejemplo podemos destacar los compuestos de hidrazonas, como los re-
presentados en la Figura 25, que han demostrado poseer actividad antitumoral frente a

diferentes lineas tumorales con resultados prometedores (Rudavath et al., 2018).

Br

N

\

CHj

Figura 25.- Hidrazonas con diferentes grupos funcionales. R= 0-NO;, o-Cl, p-F, p-OH, p-

CHs, 0-OH, m-OH, H, p-N(CHs), o m-Br.

La actividad antitumoral parece deberse a la estructura plana que presentan, lo
gue determina su interaccién con el ADN. Respecto a los estudios de intercalacién de
ADN de este tipo de compuestos existen numerosos ejemplos en la bibliografia que se-
falan la capacidad tanto de los ligandos hidrazona como de sus metalocomplejos para
interactuar, probablemente mediante intercalacion en el ADN (Kaplanek et al., 2015).
Las cumarinas, que contienen restos de hidrazonas, se estudiaron frente a células de
cancer resistentes a farmacos con buenos resultados (Nasr et al., 2014).

La actividad antibacteriana de compuestos con bases Schiff e hidrazonas y de N-
Mannich se probaron en bacterias gram(+) y gram(-) estdndar y patoldgicas. En este es-
tudio se observé una mayor capacidad antibacteriana para las bases N-Mannich (Sridhar
etal., 2001). Compuestos de cobre, cobalto y niquel con bases Schiff derivadas de hidra-
zona también presentan actividad antibacteriana frente a las especies Escherichia coli,

Klebsiella pneumonaiae, Staphylococcus aureos y Bacillus subtilis (Fekri et al., 2019).
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En la Figura 26 observamos las estructuras de una serie de compuestos de meta-
les de transicidn con ligandos hidrazona. Los ligandos se comportan como un donor tri-
dentado -ONO-. En estos complejos se estudié la actividad antibacteriana y antifungica
frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia faecalis, Candida albi-
cans, entre otras, dando como resultado una alta capacidad en todos los complejos
frente a las cepas estudiadas, siendo los complejos de Mn(ll), Co(ll), NIi(ll) y Cu(ll) los

gue mayor capacidad antifungica y antibacteriana presentan (Bhaskar et al., 2015).
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Figura 26.- Complejos metalicos con ligandos hidrazona.

Andlogos de benzol[d]isotiazolhidrazonas muestran actividad frente a cepas de
VIH salvaje (Vicini et al., 2009).

En la Figura 27 podemos observar otro compuesto derivado de hidrazonas. En
este caso se trata de derivados de arilhidrazonas de naproxeno. Tanto este compuesto

como otros similares muestran propiedades analgésicas (Azizian et al., 2016).
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Figura 27.- derivados de arilhidrazonas de naproxeno.
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Por otro lado, también tenemos hidrazonas derivadas de 1,3-benzotiazol-2-il-sul-
fanilo; con Cl, F y Br como halégenos, que presentan propiedades anticonvulsivas. Ade-
mas, para la que presenta Cl en su estructura, se han observado propiedades antiepilép-
ticas, mediante un mecanismo de unién a las células diana moleculares de la epilepsia.

Uno de estos compuestos lo vemos en la Figura 28 (Kumar et al., 2012).
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Figura 28.- Hidrazonas derivadas de 1,3-benzotiazol-2-il-sulfanilo con X = F, Cl y Br.

Otra propiedad que presentan algunos compuestos hidrazona es la capacidad
antituberculosa. Esta propiedad la encontramos en hidrazonas que forman parte de

compuestos con ferroceno, que contienen ademas grupos quinoleina (Mahajan et al.,

2011) ver Figura 29.
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=

Figura 29.- Hidrazonas derivadas de ferroceno que contienen grupos quinoleina.
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Finalmente mencionar un ejemplo de hidrazonas derivadas de la condensacién
de 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido e hidrazidas, que presentan propiedades anti-

oxidantes que observamos en la Figura 30 (Belkheiri et al., 2010).
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Figura 30.- Familia de hidrazonas derivadas de 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido.

1.6. Ensayo colorimétrico de citotoxicidad: MTT.

La citotoxicidad se puede definir como una alteracion de las funciones celulares
basicas a causa del dafio producido por una substancia quimica (Acevedo et al., 2013).
A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes ensayos citogenéticos para descar-
tar el efecto téxico de compuestos quimicos que tengan potencial aplicacién como me-
dicamentos. Estos ensayos nos sirven para poder avanzar en la investigacion de posibles
farmacos, en el caso de que éste presente unos efectos tdéxicos bajos en células sanasy
relativamente altos en células tumorales. El descenso de la viabilidad celular tras el tra-
tamiento con un determinado compuesto es uno de los primeros efectos citotdxicos
detectables. Es por ello que los ensayos de testado de viabilidad celular in vitro consti-
tuyen habitualmente el primer paso a la hora de testar un potencial farmaco. Entre los
tipos de ensayos empleados con esta finalidad encontramos el ensayo MTT (basado en
la reduccidon metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazol, co-
nocida como sal de tetrazolio), el XTT, el MTS, el WST, el ensayo de captacidn de rojo
neutro (RN), el ensayo de la actividad de la encima lactato deshidrogenada (LDH), el de
azul de kenacid, y el de azul de tripano (Gallegos-Hernandez, 2018).

Por su sencillez, rapidez y reducido coste, el ensayo MTT es uno de los ensayos

de viabilidad celular mds cominmente empleados en todo el mundo. Se trata de un
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ensayo cuantitativo cuyos resultados se leen con un espectrofotémetro para placas mul-
tipocillo. Con esta técnica se puede determinar la supervivencia y proliferacién celular
en base la actividad mitocondrial de las células. La sefial generada detectada por el es-
pectrofotometro depende del formazan formado por accion de la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa (Figura 31). Las mitocondrias transforman reduciendo la sal
de tetrazolio (MTT) de color amarillo y soluble en agua en formazan de color purpura
azuloso que es insoluble. Es presumible que solo las células vivas van a hacer esta trans-
formacién, con lo cual se puede decir que la cantidad de formazan es predecible y direc-

tamente proporcional a la cantidad de células vivas (Riss et al., 2004).

NADH NA

o X O

—NH
r~;—'N\ o S.__CHs IT " S__-CHs
A N i_:lj
N N N
CHs CHs
MTT Formazan

Figura 31.- Reduccidn de MTT a formazan.

1.7. El pez cebra como modelo de ensayos in vivo.

El pez cebra (Danio rerio) es una especie ampliamente utilizada en estudios bio-
I6gicos, tanto ambientales como médicos. Perteneciente al filo Chordata, clase Actinop-
terygii, divisién Teleostei, orden Cypriniformes, familia Cyprinidae y género Danio
(Nelson, 2016). Es un pez tropical de agua dulce, originario del sur de Asia (Menon,
1999). Esta especie prefiere aguas poco profundas, de flujo lento, ligeramente alcalinas
y con alta transparencia (McClure et al., 2006). Su tamafio varia entre 4 y 6 cm de longi-
tud y entre 2 y 3 gramos su peso. Su cuerpo es de color plateado y dorado posee de 5 a
7 franjas longitudinales en tono negro que comienzan detrds del opérculo y se extienden

hasta la aleta caudal incluida. Al igual que otros ciprinidos, presenta dimorfismo sexual,
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siendo la hembra mas robusta que el macho vy, en la edad fértil de la hembra, esta apre-
ciaciéon se hace mas evidente aumentando el tamafio de su vientre y destacando su color
plateado. El macho es mas delgado y tiene el vientre mdas dorado (Nelson, 2016).

El pez cebra presenta una reproduccidn ovipara, con fecundacion externa. La
hembra pone los huevos en el agua y el macho por su parte libera el esperma. Esta es-
pecie presenta rapido desarrollo embrionario, ya que a las 24h post fecundacion (hpf)
los principales érganos estan formados. A los tres dias se produce la eclosién, debido a
la una enzima (ZHE1) localizada en el vitelo de los embriones (Sano et al., 2008), que
produce la digestion del corion (Okada et al., 2009), durante cinco dias las larvas se nu-
tren del vitelo, pasado este tiempo requieren alimento.

El desarrollo temprano del pez cebra consta de varias etapas descritas por Kim-
mel et al. (1995): cigoto (0 - 0,75 hpf), periodo de division (0,75-2,25 hpf), estadio de
blastula (2,25-5,25 hpf), estadio de gastrula (5,25-10 hpf), periodo de segmentacion (10-
24 hpf), estadio de faringula (24-48 hpf) y finalmente periodo de eclosidon (48-72 hpf). El
periodo embrionario abarca desde la fecundacidn hasta las 72 hpf. Transcurridas las 72
hpf ya se ha formado la larva temprana, y a las 96 hpf la larva presenta un desarrollo

completo. Las diferentes etapas se muestran en la Figura 32.
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Figura 32.- Representacién grafica simplificada del desarrollo embrionario del pez ce-

bra. Modificada de (Kimmel et al., 1995).

Esta especie se ha convertido en los ultimos afios en un organismo modelo para
realizar estudios en campos tan diferentes como la biologia del desarrollo o la biomedi-
cina (Losada et al., 2012), destacando su utilidad en la neurociencia debido a su homo-
logia genética, fisioldgica y morfoldgica con el sistema nervioso central de los seres hu-
manos (Kalueff et al., 2013). A pesar de ello el pez cebra también presenta algunas des-
ventajas como modelo debido a las diferencias con humanos, entre ellas podriamos des-
tacar la duplicacién del genoma, falta de hueso esponjoso, pulmones y articulaciones
sinoviales (Ali et al., 2011).

Numerosos estudios avalan la utilizacion del pez cebra para testar la posible to-

xicidad que diferentes farmacos pueden ejercer, siendo pues un organismo muy util en
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estudios preclinicos para descartar farmacos potencialmente peligrosos (McGrath v Li,
2008).

Asi, el pez cebra, aunque con ciertas limitaciones, constituye un modelo alterna-
tivo al uso de mamiferos en estudios de toxicidad. Los resultados obtenidos con Danio
rerio se relacionan con los efectos presentes en roedores, un ejemplo podria ser el es-
tudio de toxicidad de metilxantinas, donde se observaron los defectos morfoldgicos en
pez cebra ( desprendimiento de cola, alteracidn ocular, latido cardiaco...) los cuales se
correlacionaron fuertemente con los obtenidos en ratas y ratones (Basnet et al., 2017).
Incluso algunos estudios han demostrado que los embriones de pez cebra son mds sen-
sibles a los efectos de determinados farmacos (Truong y Tanguay, 2017; Winter et al.,
2008).

La amplia versatilidad del pez cebra permite hacer ensayos de cardiotoxicidad,
neurotoxicidad, hepatotoxicidad y toxicidad del desarrollo entre otros (McGrath vy Li,
2008). El pez cebra juega también un papel muy importante es estudios cardiotoxicidad
ya que exhibe un patrén muy similar a mamiferos, ademas el corazén empieza a latir a
las 22 hpf, un ejemplo seria un estudio sobre las analogias entre las taquicardias en
humanos y los efectos en pez cebra, en este caso encontrando similitudes para 22 de 23
farmacos testados (Sedmera et al., 2003). Otro papel importante lo tenemos en estudios
de hepatotoxicidad donde se encontraron homdlogos a las enzimas metabolizadoras de
lipidos en mamiferos, esto es posible estudiarlo dado que el higado se forma en las 48
hpfy a las 72 hpf estaria en total funcionamiento (Ibabe et al., 2002).Una amplia varie-
dad de estudios en pez cebra se centran en evaluar la posible contaminacién ambiental
gue causan algunos pesticidas y farmacos, es decir biomarcadores de la calidad del agua
ya que son capaces de absorber moléculas disueltas en el agua a través de la piel y las
branquias, también en estudios de biomonitorizacién (Dubinska-Magiera et al., 2016;
Garcia et al., 2018; Goldsmith, 2004; Severo et al., 2020). Un estudio sobre hidrocarbu-
ros aromaticos policiclicos como el benzo(a)pireno empleado en la eliminacion de
desechos plasticos mostraron efectos teratogénicos a concentraciones muy bajas
(0.5uM) (Elfawy et al., 2021). Otro ejemplo seria el estudio de desechos de humo negro
solubles en agua, que dieron como resultado en los estudios de pez cebra cdmaras car-

diacas malformadas, edemas pericdrdicos, retraso en el desarrollo del saco vitelino y
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aumento de la mortalidad, ademas en este estudio se confirmé que la presencia de ni-
quel y vanadio juntos provocan una disminucidn de la frecuencia cardiaca (Kim et al.,
2019). También en el estudio de como afectan los fungicidas al medio ambiente; la tiflu-
zamida afecté en gran medida a los peces cebra sometidos a este estudio, provocando
movimientos anormales y espontaneos, latidos cardiacos lentos, deformaciones y ede-
mas, ademas de la inhibicidn de la eclosidn lo que se traduce en un elevada mortalidad
(Yang et al., 2016). Ademas afiadir estudios de residuos que dejan los farmacos en pro-
ductos alimenticios, como ejemplo un estudio reciente sobre contaminantes emergen-
tes que provocan un impacto en la salud publica, como el estudio de residuos de amoxi-
cilina que se emplea en tratamientos de mamitis en vacas, donde se demostré que la
presencia de residuos de antibidticos persiste incluso tras la pasteurizacion de la leche
(Chowdhury et al., 2020). En contextos como la actual pandemia juega un papel clave
este organismo para poder ver los efectos que provocan la gran cantidad de desechos
de azitromicina e hidroxicloroquina observando que provoca diversas alteraciones fisio-
légicas en pez cebra adulto, con lo que conlleva una alteracién de los ecosistemas de
agua dulce (Mendonga-Gomes et al., 2021). Hay que destacar la conservacion de las vias
de seiializacién con los mamiferos y la convergencia genética al ser humano, lo que per-
mite estudiar en este el comportamiento mitocondrial y las modificaciones de este or-
ganulo a factores microambientales jugando un importante papel a nivel inmunoldgico
(Ibabe et al., 2002).

El pez cebra también se emplea en estudios relacionados con procesos inflama-
torios y de cicatrizacion (Martin y Feng, 2009), andlisis de transferencia de inmunidad
materna que protege a los embriones en estadios previos al desarrollo el sistema inmu-
nitario (Mulero et al., 2007), ensayos antibidticos para evaluar cdmo afectan a la micro-
biota intestinal en pez cebra con enterocolitis inducida (Brugman et al., 2009) y experi-
mentos sobre el desarrollo de cartilago entre otros (Chen et al., 2009).

Respecto a la investigacién del cancer, el pez cebra permite realizar un segui-
miento tanto de la migracion de las células cancerigenas en su sangre, como de la for-
macién de micrometastasis, ello se consigue mediante el marcaje fluorescente de los

tumores, previo a la implantacidn en esta especie, y posterior observacion, favorecida
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por el hecho de que los embriones son transparentes (Marques et al., 2009). Concreta-
mente podemos destacar un estudio sobre el melanoma, gracias a las caracteristicas de
desarrollo y la piel del pez cebra que permiten observar imagenes de células vivas y la
diseminacion de estas células tumorales previamente marcadas con fluorescencia en un
xenotransplante (Bootorabi et al., 2017).

La embriotoxicidad, o capacidad de que una sustancia pueda producir efectos,
antes y durante la gestacidn o el periodo fetal, es otro pardmetro estudiado en el pez
cebra. Como ejemplo podemos destacar un estudio sobre el metilparabeno, un pro-
ducto de uso frecuente en la conservacién de productos alimenticios, farmacéuticos o
de cuidado personal, las pruebas en pez cebra desvelaron una serie de efectos terato-
génicos que se producen tras la exposicidn de los animales a este compuesto (Merola et
al., 2020).

La aplicacién del pez cebra a los estudios antes descritos se debe a sus particula-
res caracteristicas: de facil cria y mantenimiento en laboratorio, ciclo vital corto, desa-
rrollo embrionario rapido, puestas muy numerosas (entre 100 y 200 huevos) y embrio-
nes Opticamente transparentes (Spence et al., 2008). Al margen de estas propiedades
anatdmicas vy fisioldgicas otro detalle a tener en cuenta en la aplicacidn de ellos es el
bajo coste experimental y que los volimenes de compuestos que se requieren para la
evaluacién son minimos (McGrath y Li, 2008; Truong y Tanguay, 2017).

El modelo pez cebra, como ya se ha mencionado, es ideal para los ensayos de
embriotoxicidad, ya que las primeras etapas embrionarias, son muy susceptibles a los
efectos adversos de las substancias quimicas; ademas, la respuesta a éstas es compara-
ble en muchas ocasiones a la esperada en humanos (Yang et al., 2009). Actualmente,
existe una guia internacional de la OECD con directrices precisas para el testado de efec-
tos embriotéxicos en pez cebra (OECD, 2013). En esta guia se describe la prueba TG 236
sobre toxicidad aguda en embriones de pez cebra: el ensayo FET. Este ensayo sirve para
determinar la toxicidad aguda de substancias quimicas en embriones de Danio rerio,
para lo que se observan determinados parametros como la falta de latidos del corazén,
la coagulacién de huevos ya fertilizados, la no formacion de somitas y desprendimiento
de cola o saco vitelino. Pasado el periodo de exposicién al producto a testar se calcula

el LCsp (concentracion letal media).
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2. Objetivos.

El objetivo principal de este trabajo es la obtencién y estudio de posibles farma-

cos antitumorales para lo que se establecen los siguientes objetivos especificos:

1.

Sintesis de cuatro compuestos orgdnicos con grupos funcionales tipo hidrazona
que pueden utilizarse como ligandos para preparar los complejos de oxidovana-
dio.
Caracterizacion de los ligandos y los complejos de oxidovanadio obtenidos me-
diante:

- caracterizacion estructural

- analisis elemental

- espectrometria de masas

- espectroscopia de RMN H

- espectroscopia de IR

- difraccion de rayos X de monocristal
Estudio de los principales tipos de interacciones intermoleculares en las especies
quimicas estudiadas.
Estudio del potencial citotdxico de los ligandos hidrazona y los complejos de oxi-
dovanadio mediante ensayos in vitro, por medio del ensayo de viabilidad MTT,
en la linea celular A549.
Determinacién in vivo de los efectos téxicos y teratogénicos de los compuestos
derivados de hidrazona y de los complejos de oxidovanadio (con mejores resul-

tados en el estudio de MTT), mediante el test para embriones de pez cebra (FET).
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3. Material y métodos.
3.1 Estudios quimicos.

3.1.1 Sintesis.
Los compuestos a estudio se han sintetizado siguiendo la misma ruta de reaccidn

(Maurya et al., 2005). En la Tabla 1 se describen los reactivos y disolventes empleados.

Tabla 1.- Reactivos y disolventes empleados para la sintesis de los compuestos a estu-
dio.

Reactivos
3-fluorobenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)
3-hidroxibenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)

4-clorobenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)
3-metoxibenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)
Hidrocloruro de piridoxal (Sigma Aldrich, 99%)

Acetilacetonato de vanadilo (Sigma Aldrich, 98%)
Disolventes
Metanol (Fisher Chemical, >99,5%)
Metanol (Panreac, >99,9%)
Dietiléter (Fisher Chemical, 99%)
Dimetilsulféxido (Sigma Aldrich, >99,9%)
Dimetilsulféxido-de (Merck, 99,96%)

Etanol absoluto (Panreac, 99,5%)
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Sintesis de Ligandos
La sintesis de los ligandos se llevé a cabo por medio de una reaccion de conden-
sacion en metanol del monoaldehido, hidrocloruro de piridoxal, con las diferentes hi-

drazidas segun el esquema de la Figura 33.

Ho HO
NN " N
l o} " e ‘ X N
t N
*HN — N
cr Z OH ks R (THN = oH o
o]

Figura 33.- Esquema de la ruta de sintesis llevada a cabo para la obtencidn de los ligan-

dos hidrazona, donde R es: L, R=F; L2, R=0H; L3, R=Cl y L*, R= OCHs.

Cantidades equivalentes de los reactivos se disolvieron en la minima cantidad de
metanol en cada caso. En un matraz de fondo redondo (50mL) se mezclaron y sometie-
ron a reflujo durante 2 horas. El sélido obtenido se filtré al vacio y se lavé con una por-
cién de metanol y otra de dietiléter. Las aguas madres resultantes de la filtracién crista-
lizaron obteniéndose cristales aptos para su estudio por difraccién de Rayos X de mono-

cristal. En la Figura 34 se puede ver un esquema del proceso.

solido

A J

T / l""‘-. cristalizar N

Figura 34.- Esquema del proceso de sintesis y filtrado. Creado con BioRender.
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La Tabla 2 muestra los reactivos empleados para la sintesis de los ligandos, asi

como la descripcidn de la morfologia que presentan cada uno de ellos.

Tabla 2.- Reactivos empleados para la sintesis de los ligandos y aspecto.

Compuesto

|.1

LZ

L3

L4

Reactivos

3-fluorobenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)
Hidrocloruro de piridoxal (Sigma Aldrich, 99%)
3-hidroxibenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)
Hidrocloruro de piridoxal (Sigma Aldrich, 99%)
4-clorobenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)
Hidrocloruro de piridoxal (Sigma Aldrich, 99%)
3-metoxibenzohidrazida (Sigma Aldrich, 98%)

Hidrocloruro de piridoxal (Sigma Aldrich, 99%)

Sintesis de los complejos

Descripcion del com-
puesto

Solido de color blanco
amarillento

Solido de color blanco
amarillento

Solido de color amari-
llo

Solido de color blanco

amarillento

La sintesis de los complejos se llevd a cabo de acuerdo con el esquema de la

Figura 35. Se emplearon como reactivos los ligandos LY, L2, L3 y L%, sintetizados previa-

mente, y acetilacetonato de vanadilo (ver la Tabla 3). En este caso cantidades equiva-

lentes de los compuestos de partida fueron disueltas en la minima cantidad de metanol

y se mezclaron en un matraz de fondo redondo de 100mL. La disolucidon resultante se

sometio a reflujo y agitacién durante 4-5 horas, después se dejé solamente en agitaciéon

durante 48h a temperatura ambiente. La disolucidn inicial suele tener un tono negro-

verdoso que con el paso del tiempo se va volviendo rojiza. Después de las 48h se dejé

cristalizar el liquido, con el fin de obtener cristales aptos para su estudio por difraccién

de Rayos X de monocristal y purificar los compuestos obtenidos por cristalizacién.
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Figura 35.- Esquema de la ruta sintética utilizada para la obtencion de los complejos.

L*: R=F, L% R=0OH, L3: R=Cl y L*: R= OCHs.

Tabla 3.- Reactivos para la sintesis de los complejos de vanadio, rendimiento y caracte-

risticas.

Complejos
de vanadio
Lic
L2c

L3c

L%

Reactivos
Ligando L!
Acetilacetonato de vanadilo (Sigma Aldrich, 98%)
Ligando L?
Acetilacetonato de vanadilo (Sigma Aldrich, 98%)
Ligando L3
Acetilacetonato de vanadilo (Sigma Aldrich, 98%)
Ligando L*

Acetilacetonato de vanadilo (Sigma Aldrich, 98%)

3.1.2 Caracterizacion.

3.1.2.1 Analisis elemental.

Descripcion de los com-
plejos
Sélido de color naranja

Sélido de color naranja
amarillento

Solido de color marron

Sélido de color marroén.

El analisis elemental se realizé en el analizador elemental FlashEA 1112 (Thermo-

Finnigan), mediante combustién con flujo de helio se realizé la determinacién de los

porcentajes de oxigeno, nitrégeno, carbono e hidrégeno.

3.1.2.2 Espectrometria de masas.

Se empled el espectrémetro de masas LC-Q-q-TOF Applied Biosystems QSTAR

Elite con el fin de obtener los espectros (positivos y negativos) mediante ionizacion con

electrospray (ESI) acoplado con un analizador de tiempo de vuelo (TOF). El disolvente

empleado fue metanol.
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3.1.2.3 Espectroscopia RMN *H.

Los espectros de RMN *H se llevaron a cabo en disolucién en DMSO deuterado
(Merck, 99,9%) y se registraron en un espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear

Bruker AVANCE 400.

3.1.2.4 Espectroscopia IR

Los espectros de IR se registraron en un equipo de espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier (FT-IR) Thermo Scientific NICOLET 1S10.

3.1.2.5 Difraccion de rayos X de monocristal

La estructura cristalina de los compuestos L%, L, L3, L#, L?cy L3c fue estudiada por
difraccién de Rayos X de monocristal. Estos cristales fueron medidos en un difractome-
tro BRUKER-NONIUS X8 APEX KAPPA de fuente de radiacién de Mo-Ka (A = 0.71073 A)
por el método de escaneo @-w a baja temperatura. Las reflexiones fueron tomadas en
un hemisferio de datos y se coleccionaron “frames” en intervalos de 0.3° en w. Se mi-
dieron un total de 26691 reflexiones para el compuesto L, 9584 para el compuesto L2,
49620 para L3, 50893 para L% 48863 para L%c y 22749 para L3c se corrigieron por los
efectos de Lorentz y polarizacién. También se corrigieron por absorcion y para ello se
utilizé un método semi-empirico basado en las equivalencias simétricas observadas en
las reflexiones repetitivas. De todas las reflexiones medidas se seleccionaron las siguien-
tes reflexiones independientes que excedieron del nivel significativo |F|/0(| F|) > 4.0:
2148 para L'; 2656 para L?; 5436 para L3; 3151 para L* 3655 para L?c y 3087 para L3c. En
cada cristal, una vez se termind con la coleccion de datos, se llevd a cabo una correccion
por absorcion de multi-escaneo (SADABS) y la estructura fue resuelta por métodos di-
rectos y refinada por el método de minimos cuadrados de matriz directa sobre F?, utili-
zando los programas de los paquetes informaticos SHELXL y Olex2-1.3. Los atomos que
no son hidrégenos se refinaron con los parametros de anisotropia correspondientes en
todos los casos. Los atomos de hidrégeno fueron localizados en el mapa diferencial de
Fourier y se dejaron refinar libremente, excepto para los &tomos C(7) en el compuesto
L%, O(4), C(7) y C(12) en el compuesto L2, O(1M), C(1M), C(6), C(7), C(21) y C(22) en el
compuesto L3, y O(3A), O(3B), C(10), C(12), C(13), C(15) y C(16) en el compuesto L%,
C(1M), C(2M), C(3M) y C(7) en el compuesto L%c, y O(3A), O(3B), C(6), C(7), C(11), C(12),
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C(14) y C(15) en el compuesto L3¢, los cuales se colocaron en posiciones calculadas y se
refinaron con el método de laceo. En el mapa de Fourier residual no se observaron den-
sidades electrdnicas significativas, excepto en L3c debido al desorden observado: 0,263/-
0,301 e-A~3 para el compuesto L%, 0,331/-0,267 e-A~3 para el compuesto L2, 0,268/-0,316
e.A=3 para L3, 0,404/-0,463 e-A=3 para el compuesto L4, 0,522/-0,520 e-A-3 para el com-
puesto L2c y 1,47/-0,64 e-A=3 para el compuesto L3c. El esquema de peso final resulté
ser: w = 1/[0?(Fo?) + (0,055200 P)? + 0,173300 P] para L!, w = 1/[0%(Fo2) + (0,046400 P)? +
0,00000 P] para L2, w = 1/[0?(Fo?) + (0,041000 P)? + 0,364000 P] para L3, w = 1/[c%(Fo%) +
(0,000000 P)? + 11,116900 P] para L* w = 1/[c%(F.%) + (0,058700 P)? + 0,951400 P] para
L2c y w = 1/[0?(Fo?) + (0,077926 P)?+ 1,889029 P] para L3c, donde P = (|Fo|? + 2|F¢|?)/3.
Un importante desorden fue localizado en el hidroxilo del grupo piridoxal, tanto en la
molécula L* como en el complejo L3c. Este desorden se refind y dos posiciones atémicas
fueron determinadas en cada caso para ese atomo de oxigeno, O(3), en esos compues-
tos. El factor de ocupacidn para la primera de estas posiciones fue de 0,58732 para L*y
de 0,47871 para L3c. En el compuesto L3c también el dtomo de cloro del grupo fenilo
estaba desordenado, Cl(1). El factor de ocupacidn para la primera de estas posiciones
fue de 0,59316. Se establecieron una serie de restricciones para este desorden, en total
15 para L% y 40 para L3c (se aplicaron SADI, SIMU y DELU), mediante las instrucciones

del programa de refinamiento para mejorar los resultados finales.

3.2 Estudios in vitro: determinacion de la citotoxicidad.

Para el estudio de la citotoxicidad de los compuestos de hidrazonas derivadas de
piridoxal y de sus complejos de vanadio sintetizados se llevd a cabo el ensayo de viabili-
dad MTT in vitro segun el protocolo descrito originalmente por (Mosmann, 1983), con
modificaciones posteriores (Maenetje et al., 2008; Patel et al., 2007) en células A549 de

pulmén.

3.2.1 Cultivo celular y tratamientos.

La linea celular seleccionada para este trabajo fue A549, células humanas de cén-
cer de pulmédn, obtenida de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (European Colle-

ction of Authenticated Cell Cultures, ECACC).

75



Para el cultivo se empled medio base DMEN (Lonza) con 4.5 g/L de glucosa y L-
glutamina, suplementado con 10% de FBS (Invitrogen), 1% de aminoacidos no esenciales
(Invitrogen) y un 1% de mezcla de penincilina/estractomicina (Gibco). Las células fueron
cultivadas en frascos de 25cm? en una cdmara con atmdsfera himeda al 5% de CO; a
37°C, realizando pases cada 2-4 dias (cuando la confluencia de los frascos era aproxima-
damente de 80-90%). Para realizar los pases o preparar las placas para los tratamientos,
las células debieron ser previamente despegadas retirando el medio y afiadiendo 1-2ml
de tripsina 0.5g/I (Invitrogen), al tratarse de un cultivo con crecimiento adherente.

Para llevar a cabo los tratamientos, las células fueron sembradas en placas de 96
pocillos y cultivadas durante 24 horas a 37°C para permitir la adhesién de las células a la
superficie del pocillo. La densidad celular en los pocillos fue distinta segin tiempo de
tratamiento, empleandose 20,000 células por pocillo para los tratamientos de 24h vy
10,000 células por pocillo para los de 48 horas.

Las células fueron expuestas en los pocillos a concentraciones diferentes de los
distintos compuestos (0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 25 uM, 100 uM, 250 uM y 500 uM) a testar
o a los controles, negativo y positivo, a una concentracién final de 1%, durante 24 0 48h
a 37°Cy 5% de CO,. Puesto que como disolvente para los compuestos se utilizé DMSO,
debido a su mejor solubilidad en este disolvente, el control negativo fue DMSO en todos
los casos. Como control positivo, se empled Tritdn X-100. Se hicieron 3 réplicas por com-

puesto y experimento para aumentar la robustez de los resultados.

3.2.2 Ensayo de citotoxicidad MTT.

Tras los tratamientos con los distintos compuestos, se descarté el medio de cul-
tivo y se afadieron a cada pocillo 100ul de compuesto MTT (0.5 mg/mL preparado en
PBS). Las células fueron entonces incubadas a 37°C y 5% CO; durante 4h mas. Después
de este tiempo, se retird el medio y se resuspendieron las células de cada pocillo en
200ul de DMSO. Transcurridos 10min (a temperatura ambiente y oscuridad), se midid la
absorbancia a 510nm utilizando un espectrofotometro de placas (SPECTROSTAR Nano,
BMG Labtech). Como parametro de citotoxicidad se empled el porcentaje de viabilidad
celular determinado en cada caso segun la siguiente férmula:

% viabilidad = (Abs muestra) / (Abs control negativo) x 100
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Figura 36.- Representacion grafica de la placa de 96 pocillos. En ella representamos la
distribucion de los CN (control negativo), CP (control positivo) y las diferentes concentraciones
testadas en uM. Con las tonalidades en violeta, se representa la variacidon de cristales de for-

mazan que en principio se espera observar. Creado con BloRender.

Valores mas altos de absorbancia indicaron mayores grados de viabilidad celular.
Los datos fueron recogidos en formato Excel y guardados para su posterior analisis es-
tadistico. Se realizaron un minimo de tres réplicas independientes del tratamiento, par-
tiendo en cada una de un flask de cultivo distinto. En la Figura 37 se puede observar un

esquema resumen de todo el proceso para la realizacién de este experimento.
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Figura 37.- Esquema resumen del proceso a seguir para la realizacion del ensayo de

MTT. Creado con BioRender.

3.2.4 Andlisis estadistico de los datos

Como se comentd se hicieron experimentos independientes por réplica y com-
puesto, con lo que se uso los test paramétricos de ANOVA y Mann-Whitney para com-
probar si se presenciaban diferencias significativas entre las medidas de los grupos. El
test de ANOVA determina si existen una o mas medidas que difieren significativamente
entre si y Mann-Whitney es una prueba no paramétrica que nos compara la media de
cada concentracion con el valor del control negativo para determinar si los datos son
significativos. Se considera significacion aquellos puntos que presentan un P-valor infe-
rior 0,05.

Para cada condicién experimental testada se llevaron a cabo un minimo de tres
experimentos independientes y cada situacién experimental fue realizada por triplicado
dentro del mismo experimento. Los datos se expresaron como media + error estandar.
La distribucién de las variables respuesta no se ajusté a la normalidad segun el test de
Kolmogorov-Smirnov, por lo que se utilizaron los test no paramétricos de Kruskal-Wallis
y Mann-Whitney para evaluar la existencia de diferencias entre grupos. La existencia de
posibles relaciones dosis-respuesta fue evaluada mediante el coeficiente de correlacién

de Spearman. Un p-valor inferior a 0,05 fue considerado como significativo. Todos los
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analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el paquete estadistico SPSS para Win-

dows, version 21.0.

3.3 Evaluacidén toxicolégica in vivo: ensayo FET en pez cebra

Para la realizacion de los experimentos in vivo de este trabajo se han seguido las
directrices dadas por la Organizacién internacional para la Cooperacién y el Desarrollo
Econdmicos (OECD) para la evaluacién de compuestos quimicos, recogidas especifica-
mente en la Guia (TG) 236, que describe la prueba de toxicidad aguda en embriones de
pez (FET) (OECD, 2013).

Se realizan un total de 5 experimentos independientes, con sus respectivas répli-
cas para evaluar los posibles efectos téxicos y teratégenos que causan los ligandos L3, L*
y los compuestos L3c y L% sobre los embriones.

Para la realizacién del experimento se parte de los peces adultos de los cuales se
obtienen los huevos fecundados que son tratados con los compuestos quimicos me-

diante la prueba FET, a continuacidn, se describen las diferentes etapas.

3.3.1 Mantenimiento de ejemplares adultos

Los peces cebra adultos se mantuvieron en tanques de agua dulce previamente
desclorados, a una temperatura de 28°C, y se preestablecié de forma artificial un foto-
periodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad.

Para poder obtener una puesta adecuada es necesario una correcta alimentacién
de los individuos (Matthews et al., 2002). Para ello fueron alimentados con comida seca
en escamas (TetraMin®) dos veces al dia y con Artemia salina (Artemia spp.; Artemio

Fluid®) una vez al dia.

3.3.2 Obtencion de huevos fecundados

El dia previo a la realizacidon de cada experimento, se procedio a la separacion de
los peces desde los tanques de mantenimiento a los tanques de cria o “multi-breeder”.
En cada tanque de cria se introdujeron dos hembras y un macho para aumentar
las posibilidades de obtencién de huevos fecundados. Al dia siguiente, la luz indujo el

desove de las hembras y la fecundacion por parte de los machos. En la Figura 38 se
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muestran los tanques de cria, en los cuales se introdujo una malla a fin de evitar que los
adultos decoren sus propios huevos.

Tras la puesta, los adultos son devueltos a los tanques de mantenimiento corres-
pondientes. Cuando no se produjo la puesta, se esperd una semana para repetir el pro-
ceso. De producirse con éxito la puesta, se filtré el agua de los tanques de cria con una
red de malla inferior al tamafio de los huevos, con lo que se obtienen los huevos. Poste-
riormente os huevos fueron lavados con agua desclorada autoclavada para eliminar los
restos de materia orgdnica u otra posible contaminacion por Artemia (procedente de la
alimentacion). Finalmente, los huevos se mantuvieron en placas Petri con agua desclo-
rada autoclavada durante 4 horas en un incubador a 26 °C. Posteriormente, como se
aprecia vemos en la Figura 39 se seleccionaron los embriones en buen estado con la
ayuda de un estereomicroscopio Nikon SMZ1500 y se descartan los huevos no fecunda-

dos.

- —
—_— ‘ X2
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&=z v

Q;no fecundados

Figura 38.- Esquema explicativo del proceso de obtencién de embriones para la prueba

FET. Creado con BioRender.

3.3.3 Ensayo FET

Siguiendo las recomendaciones dadas por OECD (guia TG 236), para evaluar la
posible toxicidad de los compuestos del presente trabajo en los embriones de pez cebra,
se seleccionaron un intervalo creciente de 5 concentraciones de cada uno de los com-
puestos; donde la concentracién mas alta probada debe producir un 100% de letalidad,
y la mds baja una que no inducir ninglin efecto adverso observable. Sin embargo, en el
presente estudio, ninguna de las concentraciones testadas para cada uno de los com-

puestos provoco un 100% de mortalidad. No se pudo aumentar las concentraciones,
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debido a la pérdida de solubilidad por cristalizacion de los compuestos. Por este motivo
tampoco se ha podido calcular la concentracién letal media.

Es necesario saber que se considera letalidad, de acuerdo con los criterios esta-
blecidos por la OECD (2019) la presencia de alguno de los efectos secundarios agudos
como: a) coagulacién de los embriones en las primeras 24 horas del desarrollo embrio-
nario, b) muerte de los embriones, c) formaciéon de edemas, d) ausencia de somitas, e)
no separacion de la cola del saco vitelinico y f) ausencia de latido cardiaco tras las 48
horas post fecundacion.

Una vez seleccionado el intervalo, se dispusieron las concentraciones y los con-
troles en placas de 4 pocillos (se emplean 2 placas por compuesto y experimento) ver
Figura 39, depositando 12 embriones en cada uno de ellos. En las placas se evalua el
efecto de los compuestos sobre la supervivencia de los embriones. Se depositaron 500
pL de cada una de las concentraciones en cada pocillo siguiendo el esquema de la Figura
28, cada pocillo contiene los 12 embriones. Ademas, se utilizaron tres pocillos también
con 12 embriones por pocillo, para realizar un control negativo con agua desclorada au-
toclavada (CN), un control positivo con 3,4-dicloroanilina (CP) con una concentracién de
4,00 mg/Ly un control solvente (CS) con agua autoclavada desclorada y dimetilsulfoxido
(DMSO) al 0,5%.

Las concentraciones testadas en nuestro caso fueron: 25, 50, 100, 200 y 300 uM
en una solucién al 0.5% de dimetilsulfoxido (DMSO). El DMSO se empled para aumentar
la solubilidad de los compuestos en agua. La concentracién de DMSO no debe exceder
el 0,5% puesto que, concentraciones superiores, producen letalidad en el pez cebra
(Beekhuijzen et al., 2015).

Siguiendo las directrices de la OECD (2019), los embriones se mantuvieron en un
incubador a 26 °C y se monitorizé la supervivencia de los individuos en periodos de 24
horas durante las 96 horas posteriores a la fecundacién (hpf). La observacién de los re-
sultados se realizé bajo el estereomicroscopio, realizando fotografias de los individuos

con una camara fotografica Nikon EC-8CF E950.

81



OOOC
OO0OC

Figura 39.- Distribucién de las diferentes concentraciones de los compuestos a testar y

de los controles en placas. CP (control positivo), CS (control solvente) y CN (control negativo).

Para establecer el intervalo de concentracion se repite el proceso anterior 3 ve-
ces. Una vez que se establece el intervalo de concentraciones, se utilizan placas de 24
pocillos donde se introduce un Unico embridn por pocillo, realizando un total de 12 ré-
plicas por concentracion en un volumen final de 500 pL/pocillo. Estos datos nos sirven
para calcular la LCso (concentracion letal media). En el presente estudio, debido a los
resultados obtenidos al buscar el intervalo de concentraciones, no se ha podido realizar
esta parte del experimento por consiguiente no se ha podido calcular la LCso.

Finalizados los experimentos se eutanasian todas las larvas siguiendo las reco-
mendaciones de la normativa nacional (Rd 53/2013, 2013) y europea (Directiva
2010/63/UE, 2010). El procedimiento se realizé en dos etapas. En una primera etapa, las
larvas se sometieron a una sobredosis de anestésico al transferirlas a una solucién de
MS-222 (metanosulfonato de tricaina) a una concentracion de 32 mg/L en agua co-
rriente desclorada. En la segunda etapa, de confirmacidn de la muerte, las larvas se man-
tuvieron a temperaturas de -20°C durante, al menos, 24 horas para asegurar la eutanasia

por destruccién del encéfalo.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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4. Resultados y Discusion
4.1 Resultados de la caracterizacidn estructural
4.1.1 Analisis elemental
Se obtuvieron los andlisis de hidrogeno, carbono y nitrégeno de las muestras s6-
lidas. En la siguiente tabla se observan los datos tedricos y los obtenidos experimental-
mente:

Tabla 4.- Resultados de la técnica de analisis elemental para los ligandos y complejos

sintetizados.

Porcentaje (%)

Compuesto C N H
Lt Anilisis elemental 51,97 11,67 4,67
Calculo para Ci16H19CIFN303 51,69 11,30 5,15
L2 Analisis elemental 51,82 11,95 4,93
Célculo para C16H20CIN3Os 51,97 11,36 5,45
L3 Analisis elemental 49,92 11,03 4,29
Célculo para Ci5H15CI2N3O3 50,58 11,80 4,24
L4 Analisis elemental 54,55 11,83 4,88
Calculo para C16H18CIN3O4 54,63 11,94 5,16
Lic Anilisis elemental 43,18 9,18 4,10
Calculo para C17H19CIFN3O6V 43,75 8,98 4,31
L2¢ Anilisis elemental 44,63 9,74 3,69
Calculo para Ci15H16N3O7V 44.90 10,47 4,02
L3¢ Anilisis elemental 43,54 9,12 3,39
Célculo para Ci5H15CIN3OgV 42,93 10,01 3,60
L* Analisis elemental 45,48 8,86 4,35
Calculo para C1gH23CIN3O7V 45,06 8,76 4,83

Los analisis elementales nos permiten observar si la muestra analizada corres-
ponde con la estructura buscada. Podemos saber si se trata de especies mononucleares
o dinucleares, y también si hay solvatacién con disolventes como el agua o metanol.

Cabe destacar que dada la variada especiacidon quimica del vanadio puede haber mezclas
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de compuestos y es complicado aislar las especies de forma individual. Sin embargo, los

resultados obtenidos se ajustan bastante bien a las férmulas propuestas y en todos los

casos se tratan de especies mononucleares.

Los resultados para la muestra de L son: C (51,97%), N (11,67%) y H (4,67%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
ligando protonado, un anién Cl'y una molécula de MeOH.

Los resultados para la muestra de L2 son: C (51,82%), N (11,95%) y H (4,93%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
ligando protonado, un anién ClI" y una molécula de MeOH.

Los resultados para la muestra de L3 son: C (49,92%), N (11,03%) y H (4,29%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
ligando protonado y un anién CI-.

Los resultados para la muestra de L* son: C (54,55%), N (11,83%) y H (4,88%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
ligando protonado y un anién Cl-.

Los resultados para la muestra de L'c son: C (43,18%), N (9,18%) y H (4,10%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
complejo [VOLY(OCHs)] protonado, un anién Cl"y una molécula de metanol ocu-
pando la sexta posicidn de coordinacién.

Los resultados para la muestra de L%c son: C (44,63%), N (9,74%) y H (3,69%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
complejo [VO;L?] protonado y una molécula de agua.

Los resultados para la muestra de L3¢ son: C (43,54%), N (9,12%) y H (3,39%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
complejo [VO;L3] protonado y una molécula de agua.

Los resultados para la muestra de L%c son: C (45,48%), N (8,86%) y H (3,95%).
Estos resultados concuerdan con los tedricos si consideramos la estructura del
complejo [VOL*(OCHs)] protonado, un anién Cl-y una molécula de metanol ocu-

pando la sexta posicidon de coordinacién.
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4.1.2 Espectrometria de masas.

Mediante esta técnica se conoce la estructura, composicién y las relaciones iso-
tépicas de los d&tomos que forman parte de los ligandos y complejos. Estos espectros se
han obtenido mediante la técnica de ionizacién con electrospray (ESI). Esta técnica, al
ser menos agresiva, no destruye tanto la muestra y permite observar los fragmentos de
las moléculas de mayor peso, que llegan a un analizador de tiempo de vuelo o “time of
fly” (TOF)(Cech y Enke, 2001)

La determinacidn de las estructuras se ha analizado observando fragmentos ca-
racteristicos de los espectros. Esto nos permite conocer la composicidn y especiacion de
los compuestos de vanadio, que en funcién de los disolventes que se hayan utilizado
para la sintesis de estos pueden aparecer solvatados, o bien para ver si hay especies
mononucleares y/o dinucleares que aparecen en forma de dimeros.

En los espectros de masas se han registrado tanto la presencia de iones positivos
como negativos. Debido a la presencia de diferentes especies en disolucion, es dificil
asignar el idn molecular [M*], por lo que se analizé la relacién m/z de diferentes picos
gue aparecen en los espectros con el fin de estudiar las posibles estructuras que pueden
alcanzar los compuestos. Se observa en todos los casos que la estructura base de estos
siempre esta presente.

En la Figura 40 se muestra el espectro de masas ESI-TOF* del ligando L. Las se-
nales mas intensas que se observan en este espectro corresponden a los cationes mole-
culares: [LY+H]*, [C1sH1sFN303]*, que aparece a m/z= 304,11 uma, (ver las estructuras en
la Figura 40), [NaL']*, a 326,09 uma vy [K(L)2]* a 645,17 uma. En la Figura 41 se muestra
el espectro de masas ESI-TOF del mismo compuesto. Las seifales mas intensas corres-
ponden a los aniones moleculares: [L!-H], [CisH13FN30s],, a m/z= 302,09 uma, [LCI],
m/z = 338,07 uma y para la especie [(L})2Cl]", m/z= 641,17 uma (ver las estructuras en la
Figura 41). En la Tabla 5 siguiente se muestran las sefiales para todos los demas com-
puestos. En ANEXOS se pueden ver los restantes espectros para los complejos y ligan-
dos: L2 (ver Figura 58 y 59), L3 (ver figura 66 y 61), L* (ver Figuras 62 y 63), L'c (ver Figuras
64y 65), L%c ( ver Figuras 66 y 67), L3¢ ( ver Figuras 68 y 69) y L*c ( ver Figuras 70y 71).

86



Tabla 5.- Sefiales mds intensas de ESI-TOF* y ESI-TOF, para los ligandos y los comple-

jos.
ESI-TOF* ESI-TOF

L2 | [LM+H]* 304,11 | [L:-H) 302,09

[C15H1sFN3O3]* [C15H13FN303]

[Nal']* 326,09 | [LiCI) 338,07

[K(LY)2]* 645,17 | [(LY)CIT 641,17
L2 | [L2+H]* 302,11 | [L2-H) 300,10

[C1sH16N304]* [C15sH14N304)

[NalL?]* 324,10 | [L2CI) 336,08

[K(L2)2]* 641,17 | [(L).CIT 637,19
L3 | [L3+H]* 320,08 | [L3-HT 318,07

[C1sH15CIN3Os]* [C1sH13CIN3O3]

[NaL3]* 342,06 | [L3CI) 354,04

[K(L3)2]* 677,10 [(L3)CI 675,12
L4 | [L*+H]* 316,14 | [L*H] 314,11

[C16H18N304]* [C16H16N304]

[Nal*]* 338,11 | [L*CI) 350,09

[K(L*)2]* 669,20 | [(L):CIT 665,21
Lic | [Lic+H]* 400,06 | [VO.LYT 384,03

[VO(L'+H)(OCH3)]*

[NalLlc]* 422,02 | [VO(L'-H)(OCH3)] 398,06

[Na(Lc)z]* 821,08 {[VOLY(OCH3)][VO,L} 783,06
L2c | [L2c+H]* 398,06 [VO(L?-H)(OCH3)I 396,04

[VO(L?+H)(OCH3)]*

{Na[VOL?(OCHs)I}* 420,04 | {{[VOL%(OCHs)]CI} 432,02

{Na[VOL?(OCHs)l2} 817,09 | {[(VOL%(CHsOH)l}CI 829,06
L3¢ | [L3c+H]* 416,02 | [VO.L3T 399,99

[VO(L3+H)(OCH3)]*

{Na[VOL3(OCH3)]}* 438,00 | {[VOL3}(OCHs)]Cl}y 414,01
{Na[VOL3(OCHs)l}* 853,02 |- -
L% | [L4c+H]* 412,07 | [VO.LYT 396,04

[VO(L#+H)(OCH3)]*
{Na[VOL*(OCH3)I}* 420,04 | [VO(L*H)(OCHs)I 410,05
{Na[(VOL*(OCHs)]2}* 845,12 |- -
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Figura 40.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L! y las estructuras co-
rrespondientes a los cationes: [L1+H]* m/z = 304,11 uma, [NaL!]* m/z = 326,09 uma y para

[K(LY)2]* m/z = 645,17 uma.
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Figura 41.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L' y estructuras

correspondientes a los aniones, [L:-H]' m/z = 302,09 uma, [L!CI] m/z = 338,07 uma y para la

especie [(LY)2Cl] m/z = 641,17 uma.
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4.1.3 Espectroscopia de RMN H
Los espectros de RMN *H se llevaron a cabo en DMSO deuterado, dmso-ds. Para
el andlisis de los espectros se emplea una integracién conjunta de los hidrégenos corres-
pondientes a los diferentes grupos funcionales de las moléculas.
En la siguiente tabla (Tabla 6) se presentan los desplazamientos quimicos de los

hidrégenos de los distintos grupos funcionales de los compuestos objeto del estudio.

Tabla 6.- Desplazamientos quimicos que aparecen en los espectros de RMNH, en dmso-

de, para los ligandos LY, L2, L3, L*y los complejos L, L%, L3¢, L*c en ppm.

-NH- 'OHpiridoxaI -OH -CH=N- H Haromaticos -OH -CH;- -OCH3
unido al en- fenilico piridoxal fenilicos alcohol
lace iminico
13,25 13,10 ancha 9,10 8,23 7,93-7,52 No se 4,79
observa
12,90 No se observa 9,93 9,04 8,15 7,48-7,05 5,69 4,73
ancha
13,14 13,07 9,04 8,22 8,08-7,68 No se 4,77
observa
ancha
13,30 No se observa 9,16 8,22 7,66-7,22 5,77 4,79 3,87
ancha
- 9,31 8,08-7,42 5,74 4,87
ancha
- 9,66 9,26 7,98 7,53-6,93 5,74 4,87
ancha
- 9,29 8,06-7,46 5,67 4,83
ancha
- 9,28 7,98 7,69-7,14 5,75 4,89 3,85

ancha

En la figura 42 se muestra el espectro de RMNH para el compuesto L' y en la
Figura 43 para el complejo de vanadio(V), L'c. La sefial correspondiente al hidrégeno
fendlico del grupo piridoxal y la correspondiente al hidrégeno de grupo -NH- enlazado
al grupo iminico, en el entorno de 13 ppm, desaparecen como consecuencia de la com-
plejacion con el centro metalico de vanadio. Los espectros de los demas compuestos se

pueden ver en el ANEXOS (Figuras: 72, 73, 74, 75,76 y 77).
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Figura 43.- Espectro de RMN™H en dmso-ds para el complejo Lc.
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4.1.4 Espectroscopia de IR

Esta técnica permite estudiar la presencia de grupos funcionales caracteristicos
de los compuestos, asi como para confirmar la coordinacién del vanadio. La técnica se
basa en las diferencias en la frecuencia de vibracion de los diferentes enlaces entre las
moléculas respecto a su energia. Se analizé el desplazamiento de las bandas mediante
comparacion con compuestos similares. Las principales bandas obtenidas en compues-
tos similares ya caracterizados en la bibliografia son: v(NH) entre 3000-3600 cm™,
v(C=0) entre 1630-1690 cm™?, v(C=C) entre 1350-1650 cm, v(C=N) entre 1520-1580 cm"
L, v(V-0)coord €ntre 1230-1270 cm™?, y v(V=0) entre 900-994 cm™}(Maurya et al., 2014).

Los resultados obtenidos para nuestros compuestos son: v(NH) entre 3040-3564
cm, v(C=0) entre 1682-1695 cm™, v(C=C) entre 1336-1623 cm™, v(C=N) entre 1497-
1598 cm?, v(C-0)coord €ntre 1214-1359 cm™ y v(V=0) entre 912-933 cm™. En la tabla 7
se pueden observar los datos para cada uno de los ligandos y los complejos. En la figura
44 se puede ver un espectro de infrarrojo del ligando L' y en la Figura 45 el correspon-
diente complejo L'C. En los ANEXOS se muestran los restantes espectros de los ligandos
L% (Figura 78), L3 (Figura 79), L* (Figura 80) y los complejos L2c (Figura 81), L3c (Figura 82),
L%c (Figura 83).

Tabla 7.- Bandas mds intensas y representativas obtenidas en espectroscopia de IR de

los compuestos objeto de estudio en cm™.

Compuesto v(NH) v(C=0) v(C=C) v(C=N)  v(C-O)coora V(V=0)
[vsym(V=0)-
Vasym(V=0)]

L 3317 1682 @ 1471-1622 1540 - -

L2 3163 @ 1682 @ 1446-1621 1544 - -

L3 3040 1686 @ 1401-1587 1539 - -

L4 3360 1695 @ 1433-1623 1547 - -
Lc 3172 1356-1582 1504 1223 933
L2c 3564 1391-1581 1505 1359 933
L3c 3272 1336-1490 1598 1214 912-929
L% 3301 1343-1578 1497 1229 924
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Figura 44.- Espectro de infrarrojo para el ligando L con las bandas mas intensas:

a3317 cm, v(C=0) a 1682 cm™?, v(C=C) a 1471-1622 cm™®, v(C=N) a 1540 cm™.
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Figura 45.- Espectro de infrarrojo para el complejo Llc con las bandas mas intensas:

v(NH) a 3172 cm®, v(C=0) a 1594 cm™, v(C=C) a 1356-1582 cm?, v(C=N) a 1504 cm?, v(C-0) a

1223 cm™? y v(V=0)a 933 cm™.

93



4.1.5 Difraccion de rayos X de monocristal

Se han obtenido cristales aptos para su estudio por difraccion de rayos X de mo-
nocristal de los compuestos L, L%, L3, L%, L2c y L3c. Los resultados obtenidos se encuen-
tran disponibles en las Tablas 8, 9, y 10 para los ligandos y en las Tablas 11, 12 y 13 para
los complejos.

Se han estudiado las diferentes disposiciones de las moléculas y complejos en el
empaquetamiento cristalino. En el caso de los compuestos L, L2, L3 y L%, se observan
diferencias significativas, especialmente en el compuesto L3. En la Figura 46 se observan
estas diferencias en las unidades asimétricas.

En los complejos se han aislado dos especies quimicas diferentes. En el com-
puesto L2c la especie, [VO(L2-H)(OCHs)(CH3OH)]CI-CH3OH y en el compuesto L3c |a espe-
cie [VO2(L3-H)] (ver la Figura 47).

@ci3)

: ;% CciM)
OlIM § cita) 0(6)
D ) o

Figura 46.- ORTEP de las unidades asimétricas de los compuestos L%, L2, L3y L*. Todos los
atomos que no son hidrégenos se presentan con elipsoides al 50 %. En la unidad asimétrica del
compuesto L3 se pueden observar dos moléculas, las cuales interactan a través de sus nubes &t

y entre los pares de no enlace de los dtomos de cloro con estos anillos.
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Figura 47.- ORTEP del catién complejo [VO(L2-H)(OCH3)(CH30H)]* en L2c (arriba) y del

complejo neutro [VO,(L3-H)] en L3c (abajo). Los elipsoides de probabilidad son al 50%. Los &to-

mos de hidrégeno se han suprimido para mayor simplicidad.
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TABLAS DE CRISTALOGRAFIA

Tabla 8.- Datos de la estructura cristalina y del refinamiento en los compuestos L%, L%, L3y

L%

Formula

Peso molecular
T, K

Longitud de onda, A
Sistema cristalino
Grupo espacial
a/A

b/A

c/A

o/°

8/°

v/?

V/A3

V4

Fooo

Dcaic/g cm™3
yf/mm*

a/(9)

Rint

Goodness-of-fit on F?

Ri[1>20(1)] 2

wR: (para todos los datos)®

Densidades electronicas residuales

(eA?)

Ll
Ci1sH1sCIFN3O3
339.75
100(2)
0.71073
Monoclinico
P21/n
8.0030(4)
12.0652(5)
15.9614(7)

100.305(3)

1516.34(12)
4

704

1.488

0.282
3.09a26.38
0.0766
1.058
0.0448
0.1165
0.263/-0.301

L2
C1sH18CIN3Os
355.77
100(2)
0.71073
Monoclinico
C/c
15.7785(14)
13.6157(13)
7.7543(7)

102.232(5)

1628.1(3)

4

744

1.451

0.266
2.99a26.41
0.0441
1.007
0.0412
0.0938
0.331/-0.267

Ri=3 || Fol-I Fell /2| Fol. PwRs = (Siw( || Fo P 4 Fc 2] )2] | /2 Iw(Fo2)2]} 2

96

L3

Ci155H17CI2N303 5

372.22
100(2)
0.71073
Triclinico
P1
7.9828(8)
13.6339(14)
15.4881(15)
86.131(3)
86.5838(3)
89.024(3)
1678.7(3)

4

772

1.473

0.409
1.32226.42
0.0513
1.064
0.0349
0.0890
0.268/-0.316

L4
C16H18CIN304
351.78
100(2)
0.71073
Monoclinico
P21/n
7.4408(6)
13.0062(11)
16.5680(14)

91.354(3)

1602.9(2)

4

736

1.458

0.265
1.99a26.42
0.0478
1.300
0.0945
0.2070
0.404/-0.463



Tabla 9.- Datos de los enlaces de hidrégeno intermoleculares e intramoleculares en los

compuestos L}, L%, Ly L%

D-H...A Compuesto d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
0O(1)-H(10)...N(1) Lt 0.92(3) 1.71(3) 2.535(2) 148(3)
0(1)-H(10)...0(2) 0.92(3) 2.65(3) 3.428(2) 143(3)
0(1)-H(10)...N(2) 0.92(3) 2.82(3) 3.727(2) 168(3)
N(2)-H(2N)...CI(1)#1 0.87(3) 2.35(3) 3.205(2) 165(2)
N(3)-H(3N)...CI(1) 0.97(3) 2.12(3) 3.068(2) 166(2)
0(3)-H(30)...CI(1)#2 0.95(3) 2.15(3) 3.0909(19) 172(2)
0(1)-H(10)...N(1) L2 0.98(4) 1.66(4) 2.537(3) 147(3)
O(1W)-H(1WA)...CI(1)#3 0.79(4) 2.36(4) 3.148(3) 176(4)
O(1W)-H(1WB)...CI(1)#4 0.94(5) 2.21(5) 3.143(3) 174(4)
N(2)-H(2N)...CI(1)#5 0.99(4) 2.35(4) 3.304(3) 162(3)
0(3)-H(30)...0(1W) 0.92(5) 1.79(5) 2.693(3) 167(4)
N(3)-H(3N)...Cl(1) 0.98(4) 2.15(4) 3.136(2) 177(3)
0(4)-H(4)...0(3)#6 0.84 1.89 2.672(3) 155.5
O(1)-H(10)..N(1) L3 0.85(3) 1.85(3) 2.609(2) 148(2)
O(1M)-H(1Mm)...CI(3) 0.82 2.33 3.1498(15) 175.1
N(2)-H(2N)...0(6)#7 0.90(2) 2.14(2) 2.979(2) 155(2)
0(3)-H(30)...CI(3)#8 0.90(3) 2.21(3) 3.1021(15) 171(2)
N(3)-H(3N)...0(1M)#9 0.91(2) 1.86(2) 2.751(2) 166.2(19)
O(4)-H(40)...N(4) 0.83(3) 1.81(3) 2.564(2) 152(3)
N(5)-H(5N)...CI(4) 0.90(2) 2.30(2) 3.1783(17) 165.7(19)
0(6)-H(60)...CI(4)#7 0.84(3) 2.18(3) 2.9764(15) 158(3)
N(6)-H(6N)...CI(3)#10 0.87(2) 2.18(2) 3.0491(17) 174.3(19)
O(1)-H(10)...N(1) L* 0.93(6) 1.69(6) 2.539(5) 150(6)
N(2)-H(2N)...CI(1) 0.99(7) 2.18(7) 3.139(5) 164(6)
N(3)-H(3N)...Cl(1)#11 0.81(7) 2.26(7) 3.062(4) 177(6)
O(3A)-H(3A)...0(2)#12 0.82 2.01 2.781(7) 157.5

Transformaciones de simetria para generar dtomos equivalentes:

#1 x-1/2,-y+5/2,2-1/2 #2 -x,-y+2,-z  #3 x,-y+2,2-1/2 #4 x,y,z-1 #5x+1/2,-y+3/2,2-1/2 #6 x,y-1,2
#7 -x+1,-y,-z-1 #8 x+1)y,z #9 -x+1,-y-1,-z #10 -x,-y,-z-1 #11x-1/2,-y+1/2,2+1/2 #12 -x+5/2,y+1/2,-
z+3/2
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Tabla 10.- Seleccién de longitudes de enlace [A] y dngulos [°] en los compuestos LY, L2,

LyLh
Longitudes de enlace L L2 L3 L4
0(1)-C(1) 1.345(3) 1.348(3) 1.341(2) 1.348(5)
N(1)-C(8) 1.282(3) 1.283(4) 1.286(2) 1.285(7)
N(1)-N(2) 1.360(2) 1.359(3) 1.357(2) 1.367(5)
N(2)-C(9) 1.373(3) 1.379(4) 1.374(2) 1.382(7)
0(2)-C(9) 1.221(3) 1.227(3) 1.217(2) 1.222(6)
F(1)-C(14) 1.365(3)
0(4)-C(14) 1.356(4)
Cl(2)-c(28) 1.7357(18)
0(4)-C(12) 1.368(7)
0(4)-C(16) 1.421(7)
Angulos L L2 L3 L
C(8)-N(1)-N(2) 121.30(19) 119.7(3) 117.18(16) 119.1(4)
N(1)-N(2)-C(9) 115.28(18) 116.3(2) 117.92(16) 115.4(4)
C(2)-N(3)-C(3) 123.6(2) 124.3(3) 124.36(17) 124.7(4)
0(2)-C(9)-N(2) 120.8(2) 121.0(3) 121.52(17) 121.3(5)
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Tabla 11.- Datos de la estructura cristalina y del refinamiento en los compuestos L%c y L3c.

L%c L3c
Formula CisH25CIN3OgV CisH13CIN3OsV
Peso molecular 497.80 401.682
T, K 100(2) 108(2)
Longitud de onda, A 0.71073 0.71073
Sistema cristalino Monoclinico Ortorrémbico
Grupo espacial P2i/c P212121
a/A 12.0651(5) 14.8915(19)
b/A 14.7773(5) 15.971(2)
c/A 12.8585(5) 6.5890(9)
8/° 111.460(2)
V/A3 2133.60(14) 1567.1(4)
z 4 4
Fooo 704 818.3
Dcaic/g cm3 1.550 1.703
/mm 0.641 0.837
&/ (9) 1.81a26.44 2.55a27.59
Rint 0.0551 0.0593
Goodness-of-fit on F? 1.146 1.030
Ri[I>2c(1)] 2 0.0360 0.0531
wR: (para todos los datos) ® 0.1108 0.1446
Parametro de Flack 0.44(4)
Densidades electrénicas residuales (eA3) 0.522/-0.520 1.47/-0.64

Ri=3 || Fol-| Fell /2 | Fol . owRa = {Sw( || Fo I 4 Fc )21 | /S [w(Fo2)?1} 2



Tabla 12.- Datos de los enlaces de hidrégeno intermoleculares e intramoleculares en los

compuestos L%cy Lc.

D-H...A Compuesto d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
O(1M)-H(1M)...CI(1) L% 0.88(3) 2.25(3) 3.1125(18) 167(3)
O(3M)-H(3M)...CI(1)#1 0.83(3) 2.28(4) 3.090(2) 166(3)
N(3)-H(3N)...Cl(1)#2 0.87(3) 2.26(3) 3.1230(19) 172(3)
0O(4)-H(40)...Cl(1)#3 0.75(3) 2.44(3) 3.1578(18) 163(3)
0O(5)-H(50)...0(3M)#4 0.83(3) 1.82(3) 2.647(2) 174(3)
0(3B)-H(3B)...0(2)#5 L3 0.84 2.11 2.904(6) 156.9
N(3)-H(3N)...0(2)#6 1.01(5) 1.78(5) 2.724(4) 153(4)

Transformaciones de energia utilizadas para generar dtomos equivalentes:

#1 -x+2,-y,-2+3  #2 -x+2,y+1/2,-245/2 #3x+ly,z  #4 -x+2,y-1/2,-2+5/2  #5 -x+1,y-1/2,-2+1/2 #6
x+1/2,-y+3/2,-z+1
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Tabla 13.- Seleccién de longitudes de enlace [A] y dngulos [°] en los compuestos L2c y L3c.

Longitudes de enlace

V(1)-0(1)
V(1)-0(2)
V(1)-0(3)
V(1)-0(4)
V(1)-0(5)
V(1)-N(1)
N(1)-N(2)
N(1)-C(8)
N(2)-C(9)
0(3)-C(9)
0(5)-C(9)
C(1)-0(2)
C(1)-0(4)
Angulos
0(1)-V(1)-0(2Mm)
0(1)-v(1)-0(2)
0(2M)-V(1)-0(2)
0(1)-V(1)-0(3)
0(2M)-V(1)-0(3)
0(2)-V(1)-0(3)
0(1)-V(1)-N(1)
0O(2M)-V(1)-N(1)
0(2)-V(1)-N(1)
0O(3)-V(1)-N(1)
0(1)-V(1)-0(1Mm)
0(2M)-V(1)-0(1M)
0(2)-V(1)-0(1M)
0(3)-V(1)-0(1 M)
N(1)-V(1)-0(1M)
O(4)-V(1)-N(1)
0(4)-Vv(1)-0(1)
0(4)-Vv(1)-0(2)

L’c
1.5917(16)
1.8785(15)
1.9470(15)

2.1318(18)
1.308(3)
1.288(3)
1.308(3)
1.308(3)

1.324(2)

L%
100.23(8)
100.81(8)
105.08(7)
97.94(7)
92.18(7)
151.66(7)
92.50(7)
162.74(7)
83.67(7)
74.43(6)
174.99(7)
84.34(7)
79.81(6)
79.74(6)
82.61(6)

L3c
1.613(3)
1.631(3)

1.926(2)
1.965(3)
2.161(3)
1.398(3)
1.288(4)
1.305(4)

1.295(4)

1.298(4)

L3¢

108.56(17)

129.83(17)

121.39(18)

80.93(10)
96.64(16)
98.89(16)
95.71(16)
98.55(16)

154.15(11)
73.73(10)
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4.2 Discusion de resultados de los experimentos de caracterizacion estructural

El vanadio se caracteriza por presentar una elevada especiacion, siendo muy di-
ficil aislar una sola especie. En la caracterizaciéon de nuestros compuestos identificamos
la presencia de varias especies en los resultados obtenidos por las diferentes técnicas
utilizadas.

El analisis elemental ya nos proporciona informacién de la presencia de diferen-
tes especies en los compuestos aislados. En estos andlisis, las hidrazonas L, L%, L3y L*
estadn protonadas y presentan un anién cloruro como contraion, y los compuestos Ly
L2 contienen ademds una molécula de MeOH. Los andlisis elementales de los complejos
muestran la presencia de dos tipos de especies: la especie de formula [VOL(OCHs)] en
los compuestos Lc y L%, que estdn protonados en el nitrégeno de la piridina del grupo
piridoxal y un anién Cl. Ademas, una molécula de metanol coordinado ocupa la sexta
posicidn de coordinacion. Los compuestos L%c y L3¢ analizados, presentan dos oxigenos
terminales, de formula [VO,L], el nitrégeno de la piridina del grupo piridoxal protonado
y una molécula de agua de cristalizacion.

En los resultados de espectros de masas se confirma la presencia de estas espe-
cies. En los espectros de masas de los ligandos, ademas de las especies monoméricas,
también se observa la presencia de dimeros en algunos de estos compuestos. Son me-
nos abundantes que las especies monomeéricas, pero estan presentes estas estructuras
en los compuestos LY, L2, L3 y L%, tanto en los ESI-TOF positivos, con la férmula [K(L)2]",
como en los ESI-TOF negativos, con la férmula [(L)2Cl]". Los complejos presentan férmu-
las con uno o dos grupos 6xido terminales. En el espectro de masas de iones negativos
de Lc aparece un pico que corresponde a la mezcla entre los dos tipos de especies, con
formula {[VOLY(OCH3)][VO2LY}, v una abundancia relativa del 37%. En el espectro de
iones positivos de L%c, sélo aparece el pico correspondiente al complejo dimérico con un
grupo oxido terminal de formula {Na[VOL?(CHsOH)]2}* y en el negativo ocurre lo mismo
y se forma el dimero que aparece en el pico que corresponde a la férmula
{[VOL?(CH30H)]2Cl}, en ambos casos con una abundancia relativa inferior al 15%. En los
espectros de masas de L3c y L% aparecen picos similares a L>c con menor abundancia

relativa.
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En los espectros de RMN *H, en dmso-ds, observamos la presencia del hidrégeno
del grupo -NH- que se enlaza al carbono iminico en todos los ligandos (ver la Tabla 6).

Los espectros de L'y L3 presentan las sefiales correspondientes al hidrégeno -OH
del grupo piridoxal. En L2 y L* no se observa esta sefial, lo cual puede ser indicativo de
una fuerte interaccion por enlace de hidrégeno con moléculas del disolvente que pro-
voca que este pico sea mas ancho y en estos dos espectros no puede ser observada. La
sefial del hidrégeno del grupo -OH fenilico solo la encontramos en L2 y Lc.

La seiial correspondiente al protdn del grupo iminico se desplaza al complejarse
los ligandos. En los espectros de los ligandos aparece entre 9,04 y 9,16 ppm. En los es-
pectros de los complejos se ha desplazado hasta el entorno de 9,30 ppm. Esto indica un
desapantallamiento de ese protén al complejarse debido a un desplazamiento de la
nube 1 del enlace iminico hacia el enlace N-V al formar los complejos.

La sefial correspondiente al protén aromatico del grupo piridoxal aparece a 8,20
ppm en los espectros de los ligandos. Esta sefial se desplaza a campo fuerte en los com-
plejos, y en la mayoria de ellos queda entremezclada con las sefales correspondientes
a los hidrégenos aromaticos del grupo bencénico. Esto indica que estos protones estan
mas apantallados en los complejos y que se ha producido un aumento de la densidad
electrénica en la nube 1 en el anillo del grupo piridoxal.

Las sefiales correspondientes a los protones aromaticos del grupo fenilico de las
diferentes hidrazidas condensadas con el monoaldehido de piridoxal aparecen en la re-
gidén entre 7 y 8 ppm, aproximadamente.

La sefial correspondiente al protén del grupo alcohol, unido al -CH;- del grupo
piridoxal, aparece préxima a 5,7 ppm en todos los compuestos. No se observa ninguna
pauta en el desplazamiento quimico, pero en los ligandos L' y L3 no aparece. Esta sefial,
gue en todos los demas espectros es ancha, indica que existe un equilibrio a través de
interacciones por enlace de hidrégeno con las moléculas del disolvente.

Cuando se forman los complejos las sefales del -NH- iminico y -OH piridoxal des-
aparecen en el espectro, ya que estos dos atomos se desprotonan cuando enlazan con
el centro metdlico, lo cual confirma que se formaron los complejos.

En los espectros de RMN de los ligandos las sefiales de los espectros son estre-

chas. En cambio, se ven unas senales mas anchas en los espectros de los complejos. Esto
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puede indicar que podemos tener equilibrios en disolucidn entre diferentes especies de
complejos de vanadio, las cuales han sido identificadas y aisladas por otras técnicas.

Los resultados de IR muestran variaciones en las sefiales correspondientes a los
modos de vibracién de los enlaces que son modificados cuando se forman los complejos.
Estos cambios afectan especialmente al enlace del grupo carbonilo C=0 que cambia de
posicion en los espectros, cuando se forman los complejos y pasa a su forma coordinada.
La sefial correspondiente al enlace carbonilo, C=0, aparece en los ligandos entre 1680 y
1695 cm?, y esta sefial desaparece al formarse los complejos (ver la tabla 7). En los es-
pectros de IR de los complejos aparecen las seiales correspondientes a la forma coordi-
nada del enlace C-O a 1200-1300 cm™?.

En los espectros de IR también se puede observar la formacion de los dos tipos
de especies de complejos descritas. La banda correspondiente a la tensidn, v(V=0), tiene
dos modos activos, simétrico y asimétrico, en los complejos con dos grupos 6xido ter-
minales, VO,, como se puede observar en el espectro de L3c. Los espectros de los otros
complejos sélo tienen un modo de vibracién activo, v(V=0), que corresponde al Unico
grupo o6xido terminal, V=0.

En los estudios por difraccion de rayos X de monocristal hemos aislado cristales
de todos los ligandos (ver la tabla 8) y de los complejos L2cy L3c (ver la Tabla 9). En las
unidades asimétricas de las estructuras de los ligandos, observamos sélo una molécula
en los ligandos L L2y L* y dos moléculas en el caso del ligando L3, las cuales forman un
dimero por interacciones no covalentes (ver la figura 46). En el empaquetamiento cris-
talino de la estructura del ligando L! se observa que las moléculas del compuesto inter-
actdan en posicién antiparalela, formando una estructura en capas en forma de reja. Las
distancias entre centroides de las nubes 7 de los anillos y entre éstas y los dobles enlaces
-C=N- estan entre 3,50 y 3,72 A (ver la figura 84). En el empaquetamiento cristalino de
la estructura del ligando L? se observa que las interacciones m-it son mas escasas y las
moléculas interactuan preferentemente a través de enlaces de hidrégeno (ver la figura
85). En el empaquetamiento cristalino de la estructura de L3 se observa que las molécu-
las interactuan en posicidén antiparalela formando capas. La interaccion entre el par de

no enlace del &tomo de cloro con la nube ©t del grupo piridoxal predomina en este com-

104



puesto frente a otro tipo de interacciones, aunque también son importantes las interac-
ciones entre las nubes 1 de los anillos y las nubes & de los grupos -C=N-. Las distancias
entre centroides son cortas y varian entre 3,28 y 3,72 A (ver la figura 86). En el empa-
quetamiento cristalino de la estructura de L% las moléculas interacttan a través de las
nubes 1t de los anillos de piridoxal, los cuales se alternan de un lado a otro. Las interac-
ciones por enlace de hidrégeno se producen entre los iones de cloro, los dtomos de oxi-
geno, los cuales estdn desordenados en esta estructura, y los atomos de nitrégeno de
los grupos hidrazona. Las distancias entre los centroides estan entre 3,77 y 3,73 A, por
tanto, mas débiles en este caso (ver la figura 87).

En las estructuras cristalinas de los ligandos se observan muchas interacciones
por enlace de hidrégeno, intramoleculares e intermoleculares (ver la tabla 9). En el com-
puesto L! se observan enlaces de hidrégeno intramoleculares muy fuertes entre el grupo
-OH del grupo piridoxal y el atomo de nitrégeno del grupo iminico préoximo. También se
observan enlaces de hidrégeno intramoleculares mas débiles con el otro nitrégeno del
grupo hidrazona y con el dtomo de oxigeno del grupo carbonilo. También estdn presen-
tes enlaces de hidrégeno intramoleculares en los que participa el anién cloruro. En el
compuesto L? se observan enlaces de hidrégeno intramoleculares fuertes entre el grupo
-OH del grupo piridoxal y el atomo de nitrégeno del grupo iminico préoximo. También
tenemos una molécula de agua de cristalizacién que participa en enlaces de hidrégeno
intramoleculares fuertes. El grupo -OH fenilico también interactia por enlace de hidré-
geno intramolecular con el grupo alcohol -CH,OH del anillo piridoxal de otra molécula.
En el compuesto L3 los enlaces de hidrégeno son importantes en la formacién de los
dimero observados. Se observa el enlace de hidrégeno intramolecular entre el grupo -
OH del grupo piridoxal y el atomo de nitrégeno del grupo iminico préximo. Los demas
enlaces de hidrégeno son intermoleculares y participan los iones cloruro y la molécula
de metanol presente en el empaquetamiento cristalino. En el compuesto L, esta pre-
sente el mismo enlace de hidrégeno intramolecular fuerte y también enlaces de hidro-
geno intermoleculares en los que participa el ion cloruro.

En las estructuras cristalina de los complejos L?c y L3c también se observan enla-
ces de hidrégeno, pero ahora todos son intermoleculares. El compuesto L%c tiene enla-

ces de hidrégeno intermoleculares entre las moléculas de metanol que forman parte de
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la red cristalina y con los iones cloruro presentes también en el empaquetamiento cris-
talino. En el complejo de L?c observamos mas enlaces de hidrogeno que en el compuesto
el L3c que solamente presenta dos enlaces de hidrogeno (ver la tabla 12). Esto se puede
explicar por la no presencia del contraién cloruro en el compuesto L3c.

Si observamos las distancias de enlace en el grupo carbonilo en los ligandos (ver
la Tabla 10), que en todos ellos se sitta en torno a 1,34 Ay la comparamos con la dis-
tancia de enlace para C=0 en los complejos (ver la Tabla 13) observamos que ha dismi-
nuido. La distancia en los complejos es 1.308(3) A en L2cy 1.295(4) A en L3¢, lo cual indica
gue se ha producido una deslocalizacién de la nube © y que se ha incrementado la par-
ticipacion w en este enlace al formarse los complejos. También se observa que el enlace
C=N préximo al grupo carbonilo anterior se acorta y pasa de una distancia de 1,38 A en
los ligandos, a 1,31 A en los complejos. Esto se puede explicar por el efecto quelato de
ese fragmento ciclico -O-C-N-N-V-. La distancia de enlace N-N es menor en L%c, 1,31 A,
que en el ligando L2, 1,36 A y en cambio en el complejo L3c es 1,40 A, mayor que en el
ligando L3, 1,36 A. Por tanto, el complejo L%c tiene una mayor contribucién m en este
anillo quelato que en el complejo L3¢, el cual tiene dos grupos 6xido terminales que
atraen con mas fuerza esta densidad electrdnica.

El otro fragmento quelato ciclico -N-C-C-O-V no tiene el mismo efecto y las dis-
tancias de enlace cambian de distinta forma en los dos complejos debido al diferente
entorno de coordinacidn. El enlace C=N mantiene las distancias de enlace al formarse
los complejos en los dos casos, aproximadamente 1,29 A, pero el enlace C-O se mantiene
en el complejo L?C, cerca de 1,34 A, en concreto 1,33 A, pero cambia ligeramente en el
complejo L3¢, en el cual disminuye a 1,30 A. En este fragmento los cambios son menos
substanciales.

En el empaquetamiento cristalino de los complejos se puede también observar
la formacién de dimeros. En el complejo L%c (ver la Figura 89), los fragmentos interac-
tuan en posicion antiparalela. Estos a su vez interactian por apilamiento m con otros
dimeros a través del anillo del grupo piridoxal de un complejo y el anillo fenilico de otro.
Las distancias entre las nubes 7 son: 3,667 Ay 3,591 A. Estas interacciones, también en
posicion antiparalela, son més fuertes en el complejo L3c (ver la Figura 90). La interaccion

de par de no enlace del 4tomo de cloro con la nube 7 del grupo piridoxal predomina en
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este compuesto frente a otro tipo de interacciones. También se observan interacciones
entre las nubes 7 de los anillos y las nubes 1 de los enlaces iminicos. Las distancias entre
centroides son: 3,316 A, 3,370 A, 3,386 A, 3,254 A, 3,397 Ay 3,290 A. Estas distancias
son menores que en el caso del complejo Lc.

Las estructuras cristalinas de los dos complejos aislados y caracterizados, L%c y
L3c, presentan diferentes entornos de coordinacién alrededor del centro metalico. En el
complejo L%c, el polihedro de coordinacién es un octaedro, algo distorsionado (ver la
Figura 90). El plano ecuatorial estd formado por el &tomo de nitrégeno iminico, el grupo
carbonilo, el &tomo de oxigeno del grupo -OH fendlico del grupo piridoxal y el atomo de
oxigeno del grupo metodxido. Las posiciones apicales estan ocupadas por el grupo éxido
terminal y el 4tomo de oxigeno de la molécula de metanol. El polihedro de coordinacién
del complejo L3c corresponde con una bipirdmide trigonal distorsionada (ver la Figura
91). Las posiciones apicales son ocupadas por los dos grupos 6xido terminales y el dtomo
de nitrégeno iminico y las dos posiciones axiales estan ocupadas por el oxigeno carbo-

nilico y el oxigeno del grupo piridoxal coordinado.
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4.3 Estudios de toxicidad in vitro

En el estudio de toxicidad in vitro se realizé en ensayo colorimétrico de MTT para
estudiar la citotoxicidad o capacidad de los compuestos para afectar a la viabilidad de
las células cancerosas de la linea A549.

El ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) es
uno de los mds comunes a la hora de detectar la capacidad antiproliferativa en cultivos
celulares (Mosmann, 1983). La base de este ensayo recae en la reduccion del MTT a
cristales de formazan principalmente por la enzima succinica deshidrogenada mitocon-
drial (Berridge et al., 1996), ademas esta reduccién también esta asociada al citoplasma
y al comportamiento endosoma/lisosoma de la membrana plasmatica (Berridge et al.,
2005). Los cristales de formazan insolubles en agua, se solubilizan con DMSO para ser
leidos mediante un espectrémetro UV-Vis a 570 nm. Las absorbancias cambian en fun-
cién del nimero de células viables presentes en la muestra. Los resultados de estos ex-
perimentos hicieron por tanto posible el estudio del potencial téxico de los compuestos
frente a células tumorales. Para ello, se hizo un primer cribado con los compuestos para
ver si alguno de ellos podria tener posibles efectos contra células cancerigenas A549.

Se aplicaron un total de siete concentraciones y el ensayo se realizé a 24 y a 48
horas para todos los compuestos.

En la Figura 48 se muestran los resultados de viabilidad de A549 a 24h para los
ligandos LY, L2 y L% El compuesto L3 se descarté finalmente del analisis final debido a un
problema en la solucidn preparada. En los restantes compuestos, la bajada de viabilidad
aumenté conforme aumentdbamos la concentracién, llegando a descender hasta un
40% para el ligando L* a 500 uM. Se observd como los ligandos L y L2 aumentaron la
proliferacién celular a las concentraciones mas bajas (entre 0.1 y 25 uM) con valores
superiores al 100% de viabilidad, especialmente en el caso del compuesto L2. Todos los
valores excepto la concentracion 5 uM mostraron significacion respecto al control posi-

tivo.
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Figura 48.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los ligandos L%,
L’y L* evaluados mediante ensayo MTT a 24h. Los valores con *P<0,05 son significativamente

diferentes del CN (Control Negativo). CP: control positivo.

A continuacion, se muestra la gréafica con todos los complejos Lic, L%c, L3c y L%
para 24 h (Figura 49). En este caso observd que el complejo Llc fue el que mayor des-
censo de la viabilidad presentd, llegando a bajar entorno a un 60%. Todos los valores
fueron significativos respecto al control. De forma similar a lo observado para los ligan-
dos, los complejos también experimentaron una subida de la viabilidad en las concen-
traciones mas bajas, con valores por encima del 100% particularmente a la concentra-

cion de 1 uM.
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Figura 49.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los complejos
Llc, L2%¢, L3c y L*c evaluados mediante ensayo MTT a 24h. Los valores con *P<0,05 son significa-

tivamente diferentes del CN (Control Negativo). CP: control positivo.

Tras las 48 h de exposicion de las células pulmonares a los ligandos se observo
una bajada dosis-dependiente de la viabilidad similar para todos ellos a todas las con-
centraciones testadas (Figura 50). El descenso mas pronunciado, hasta un 68.24%, se
observd en el ligando L3 a la concentracién de 100 M. Una vez més se observé un au-
mento de la viabilidad en las concentraciones mas bajas, limitada en este caso a los li-

gandos L'y L2. Todos los datos fueron significativos respecto al control.
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Figura 50.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los ligandos L,
L2, L® yL* evaluados mediante ensayo MTT a 48h. Los valores con **P<0,01 *P<0,05 son signi-

ficativamente diferentes del CN (Control Negativo). CP: control positivo.

En la Figura 51 se muestran los resultados del ensayo MTT a 48h para los com-
plejos. La respuesta de las células pulmonares a todos ellos fue similar y acorde también
con lo observado a las 24h, con descensos pronunciados de la viabilidad dependientes
de la dosis. Se detectd ademads un descenso muy acusado en el porcentaje de células
vivas para los complejos Llc, L3c y L%c a las concentraciones mas altas testadas de 250

UM y 500 uM, en donde apenas se alcanzoé el 10% en todos los casos.
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Figura 51.- Viabilidad de células pulmonares A549 humanas tratadas con los ligandos
Llc, L%, L3c y L% evaluada mediante ensayo MTT a 48h. Los valores con *P<0,05 son significati-

vamente diferentes del CN (control negativo). CP: control positivo.

Analizando en conjunto todos los resultados obtenidos para el estudio de la ci-
totoxicidad de todos los compuestos, observamos que es el compuesto L3c y el ligando
L3 son los que mas descenso de la viabilidad celular provocan, mientras que el complejo
L%2cy el ligando L? son los que, por el contrario, menos citotoxicidad inducen. En general
los complejos presentan mayor citotoxicidad que sus respectivos ligandos; considerando
los resultados obtenidos de empaquetamiento cristalino, podriamos decir que el ligando
modula en cierto modo esa citotoxicidad, mediante la interaccion que provoca éste con
el ADN. Ademads, como se vio en el apartado anterior, el compuesto L3c presenta mas

interacciones m-m staking lo que nos repercute en una mayor interaccion con el ADN,
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motivo que podria explicar la mayor citotoxicidad vista en este caso. Esta idea se re-
afirma mas con los datos de empaquetamiento cristalino del compuesto L?c donde la
mayoria de las interacciones se producen por enlaces de hidrégeno, las cuales interac-
cionan menos con el ADN.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que evalla los efectos citotoxi-
cos de los ligandos LY, L2, L3y L* y sus complejos L'c, L%c, L3c y L%c analizados en el pre-
sente trabajo. Sin embargo, muchos compuestos similares a los empleados presentan
resultados comparables a los obtenidos en la misma linea celular. Asi, se observaron
descensos en la viabilidad de las células pulmonares en cultivo tratadas con complejos
de oro con ligandos que contienen el grupo funcional base Schiff (Sankarganesh et al.,
2019), complejos con ligandos fenantrolina y como metal central el iridio, presentan una
tasa de inhibicion del 76,34% (Du et al., 2019), complejos de rutenio (IlI) con ligandos
benzohidrazona aromaticos (Raj et al., 2018), compuestos de rutenio (Il) con metilimi-
dazol (Yang et al., 2012), complejos ligandos quinolinas y metal plomo (Likoova et al.,
2020), complejos plano-cuadrados de Ni(ll) con ligandos 2-(difenilfosfino)-benzaldehido
y 4-fenil-semicarbazida (Milenkovic et al., 2014) y complejos de renio con ligados indol-
pirazolina (Varma et al., 2020).

También en complejos de vanadio se estudié la citotoxicidad para la linea A549,
seria el caso de complejos de vanadio con ligandos de benzimidazol, que muestra una
muy buena capacidad antiproliferativa frente a linea de cancer de pulmdén A549 y tam-
bién frente a otras lineas que se estudiaron como cancer de mama humano y la linea
de queratinocitos humanos (Mal et al., 2017). Otros estudios de la especie ternaria de
prexoxido-betaina de vanadio muestra propiedades anticancerigenas frente a la linea
tumoral A549 (Petanidis et al., 2013). Cabe mencionar complejos de vanadio con ligando
tipo base de Schiff que contiene grupos piridoxal muy similares a los nuestros en los que
se observé un 57% de mortalidad celular en la linea A549 de cancer de pulmon para una
concentracion de 100 uM en ensayos a 72h, para la misma concentracion en ensayos a
48h obtienen entre un 10%-20% de bajada de la viabilidad (Strianese et al., 2013), resul-
tados similares obtenemos en L'c y L’c a 48h con la misma concentracién, sin embargo

L3cy L% provocan una bajada de la viabilidad mucho més acusada en esa concentracion.
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Por otra parte, junto con el descenso pronunciado y dosis-dependiente de la via-
bilidad celular, en la mayoria de los compuestos se observé un aumento inicial en el
numero de células a las concentraciones mas bajas testadas. Este efecto también se ob-
servé en estudios previos empleando las mismas células pulmonares A549 tratadas con
compuestos de vanadio similares (Habala et al., 2015) y en estudios con hidrazonas en

este caso en concentraciones mayores (Puskullu et al., 2020).

4.4 Estudio de toxicidad y efectos teratogénicos en pez cebra.

Para la evaluacién de la toxicidad in vivo de los compuestos a estudio, se llevd a
cabo el analisis morfoldgico de alteraciones teratogénicas y ensayo FET de toxicidad
aguda utilizando embriones de pez cebra como modelo vertebrado, siguiendo las reco-
mendaciones internacionales dadas por la OECD para el testado de compuestos quimi-
cos (OECD, 2013). Dado que para este estudio la metodologia conlleva el manejo y uso
de organismos vivos y es por tanto mds compleja y costosa se seleccionaron teniendo
en cuenta los resultados previos de los estudios anteriores dos ligandos y dos complejos:
L3, L4 L3cy L.

En este ensayo, un compuesto es considerado toxico cuando los valores de via-
bilidad de los individuos expuestos a él son inferiores al 75% (Veciana et al., 2014). En
nuestro estudio, los experimentos realizados no nos permitieron calcular el valor LCso
puesto que, no se pudieron testar concentraciones superiores a 300 UM en ningun caso
al producirse una pérdida de la solubilidad por cristalizacién de los compuestos como tal
y como se observa en la Figura 52. Como ya se menciond anteriormente, se empled
DMSO para aumentar la solubilidad de nuestros compuestos a la hora de realizar los
estudios. Algunos estudios resaltan la toxicidad combinada del DMSO con el vanadio.
Concretamente se estudid en pez cebra la toxicidad combinada de 0,1% y 0,5% de DMSO
con vanadio (VOSO0a), dando como resultado un efecto sinérgico entre ambos, a causa

de la reduccién de pH vy la actividad del citocromo oxidasa (Kim y Lee, 2021).
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Existen otros trabajos en los que, al igual que en el nuestro, no se pudo calcular
el LCso por no provocar el compuesto la suficiente bajada de viabilidad de los embriones.
Un ejemplo de ello seria en el caso de un estudio con cisplatino y compuestos organo-
metdlicos de platino con ligandos alquinil, los cuales mostraron menos de 80% de la ba-

jada de viabilidad a una concentracién de 10 uM (Schur et al., 2019).

Figura 52.- Foto de un embridn de pez cebra a las 28h post-fecundacion donde se ob-
serva la cristalizacion del compuesto L3c. Foto tomada con Iphone 6 en esteromicroscopio Nikon

SMZ1500 a 112,5x aumentos.

En el analisis morfolégico, los efectos teratogénicos observados en los embriones
eclosionados fueron, principalmente, la aparicién de edemas pericardicos y edemas del
saco vitelino. Se considera que estos pueden ser causados por una superhidratacién del
organo afectado (Garcia et al., 2018; Hallare et al., 2005). Estos edemas o acumulaciones
de liquido pueden ser debidos a problemas de regulacién osmética por la concentracién
del compuesto, y se observaron principalmente en las concentraciones de 300 uM para
L3c y L%, este ultimo en menor medida a las 96 hpf. En las primeras 48 horas, los em-
briones de pez cebra son capaces de mantener el equilibrio osmético debido a una ba-
rrera de permeabilidad en la superficie, antes del desarrollo del rifidn (Hill et al., 2004).
El vanadio tiene efecto inhibidor de la Na+K +ATPasa (Bittencourt et al., 2018) lo que
podria explicar la acumulacion de liquidos y la consiguiente formacién de edemas ob-

servada en nuestro estudio.

115



RESULTADOS Y DISCUSION

La lordiosis leve, curvatura de la espina dorsal entre un angulo de 902 a 1459
(Garcia et al., 2018), se observd principalmente en las concentraciones de 200-300 uM
para L3c a las 96 hpf. Finalmente, en muy pocos casos, se observd una la hipertrofia de
la aleta caudal en la concentracién de 300 uM para L3c a las 96 hpf. En la Figura 53 se
muestran todas estas alteraciones observadas en los individuos tratados con los com-

puestos L3, L4, L3cy L.

Figura 53.- A. Embrién con presencia de Edema pericardico (ED) a las 96 hpf con el com-

puesto L3C a 300 uM. B. Embridn con presencia de leve lordosis (L) a las 96 hpf con el compuesto
L* a 300 uM. C. Embrién con presencia de leve lordiosis (L), Edema en el saco vitelino (ESV) y
hipertrofia en la aleta caudal (H) a las 96 hpf con el compuesto L3c a 300 uM. D. Embrién con
desarrollo normal (control negativo). Fotografias tomadas con Nikon EC-8CF E950 a 100X.

Los resultados obtenidos del ensayo FET llevado a cabo en nuestro estudio se
muestran a continuacion representados en graficas para cada uno de los compuestos y
de las concentraciones testadas.

El ligando L3, como se aprecia en la Figura 54, y L* (Figura 55) no manifiestan
efectos toxicos en los embriones de pez cebra en ninguna de las concentraciones testa-

das, estos cuales se desarrollaron con plena normalidad.
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Figura 54.- Toxicidad en el compuesto L3, muestra el porcentaje de embriones supervi-

vientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacidn. Control negativo

con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — dicloroanilina (CP) con una

concentracion de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua autoclavada desclorada y dime-

tilsulféxido (DMSO) al 0,5%.
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Figura 55.- Toxicidad en el compuesto L% muestra el porcentaje de embriones supervi-

vientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacion. Control negativo

con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — dicloroanilina (CP) con una

concentracién de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua autoclavada desclorada y di-

metilsulféxido (DMSO) al 0,5%.

En el caso del compuesto L3c (Figura 56), se ha observado una bajada de super-

vivencia de embriones de pez cebra del 63,9% y 41,67% para las concentraciones mas

altas testadas, de 200 uM y 300 uM respectivamente, a las 96 hpf.
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Figura 56.- Toxicidad en el compuesto L3c , muestra el porcentaje de embriones super-
vivientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacién. Control negativo
con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — dicloroanilina (CP) con una

concentracion de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua autoclavada desclorada y dime-

tilsulféxido (DMSO) al 0,5%.

En el caso del complejo L%c (Figura 57) solo se observaron efectos téxicos a la
concentracion de 300 uM, en la que se obtuvo una disminucidn del 66.67% a las 96 hpf.
Al igual que ocurria con el completo L3c, la mayoria de las muertes detectadas para am-

bos compuestos se correspondieron con embriones que no habian eclosionado.
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Figura 57.- Toxicicidad en el compuesto L% ,en la que se representa el porcentaje de
embriones supervivientes desde el inicio del experimento hasta las 96 horas post fecundacion.
Control negativo con agua desclorada autoclavada (CN), un control positivo con 3’4 — dicloroa-
nilina (CP) con una concentracion de 4,00 mg/L y un control solvente (CS) con agua autoclavada

desclorada y dimetilsulféxido (DMSO) al 0,5%.
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Otros compuestos que contienen vanadio también emplearon como modelo
animal para estudios in vivo el pez cebra. Podemos mencionar un estudio con metava-
nadato de sodio, pentdxido de vanadio y sulfato de oxovanadio estudiados como farma-
cos antidiabéticos, en este caso, los embriones fueron expuestos a concentraciones de
10-1000uM. Hasta la concentracion de 200 uM se observaron efectos teratogénicos in-
dependientemente del grado de oxidacidn, incluyendo edema de saco vitelino o peri-
cardico y alteraciones en la frecuencia cardiaca. No obstante, a pesar de estos efectos,
no se alcanzd en este caso el 100% de mortalidad hasta superar la concentracion de
400uM (Bittencourt et al., 2018). Sin embargo, otros compuestos de oxidovanadio con
hidroxilamido/amino mostraron unos efectos mucho mas marcados, inhibiendo la via-
bilidad tanto in vitro en una linea tumoral de osteosarcoma como in vivo usando el pez
cebra, llegando a causar en este ultimo caso una letalidad del 100% a concentraciones
en torno a 50 uM (Ledn et al., 2012).

Para el cribado de farmacos en lo que respecta al cancer y el estudio de células
madre el pez cebra es un modelo animal clave (Bindery Zon, 2013), motivado por la gran
similitud gendmica entre el pez cebray el ser humano, ya que al menos 70% de los genes
humanos presentan en pez cebra un ortélogo (Howe et al., 2013), la similitud anatémica
y fisiolégica (Cassar et al., 2020) y la presencia de modelos sensoriales similares (vista,
olfato, tacto, audicién entre otros) y comportamientos de estimulo-respuesta, suefio o
interacciones sociales (Orger y De Polavieja, 2017).

El pez cebra en sus etapas tempranas de desarrollo es un modelo para predecir
la toxicidad en humanos considerado similar e incluso superior a los roedores, un estu-
dio de 31 compuestos (teratogénicos y no teratogénicos en mamiferos) demostré ob-
servando 16 parametros fenotipicos (entre los que podemos destacar edema cardiaco
y/o de saco vitelino, tamafio del ojo o escoliosis) una sensibilidad del 87.50%, una espe-
cificidad del 81.82% y una precisidn del 79.19% (Jarque et al., 2020).

Los efectos teratogénicos observados en pez cebra son por lo tanto una especie
de espejo a los que un determinado farmaco u tdxico podria causar en la especie hu-

mana. Un estudio sobre el sindrome de alcoholismo fetal demuestra efectos teratogé-
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nicos como la disminucion de la distancia intraocular en los embriones de pez cebra de-
pendiente de la dosis (Loucks y Ahlgren, 2012), efecto que podemos observar en nifios
afectados por este sindrome (Wattendorf y Muenke, 2005).

Al no encontrar toxicidad en ningun caso en los resultados obtenidos del testado
de los ligandos y solo a las concentraciones mas elevadas en el caso de los complejos,
los compuestos empleados en el presente trabajo parecen ser a priori seguros, aunque

se requiere mas investigacidn en esta linea para confirmar esta observacion.
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CONCLUSIONES
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5. Conclusiones

En este trabajo se estudiaron complejos de oxidovanadio con ligandos hidrazona

derivados de piridoxal y su comportamiento biolégico, in vitro e in vivo, de cara a evaluar

su posible idoneidad como potenciales metalofarmacos antitumorales.

1.

3.

Se disefiaron y sintetizaron cuatro ligandos (L%, L%, L® y L*) con diferentes grupos
hidrazona y sus complejos de oxidovanadio (Lc, L%c, L3c y L%c).

Los ligandos hidrazona y los compuestos de oxidovanadio fueron caracterizados
por diferentes técnicas:

- Elandlisis elemental confirma que los compuestos analizados se corres-
pondian con las estructuras buscadas.

- Mediante la técnica de espectrometria de masas se pudo demostrar la
variada especiacién quimica del vanadio en disolucién.

- La técnica de espectroscopia de RMN H confirma que hemos aislado
los compuestos hidrazona propuestos y que se ha producido la com-
plejacion al sintetizar los diferentes compuestos de vanadio.

- La espectroscopia de IR se realizd para observar la presencia de dife-
rentes grupos funcionales en los complejos y corroborar la coordina-
cion con el vanadio en los complejos.

- Se obtuvieron cristales aptos para su estudio por difraccidn de rayos X
de monocristal de los compuestos L, L2, L3, L4, L’cy L3c.

Obtenido el empaquetamiento cristalino, se estudiaron las interacciones quimi-
cas entre las especies, se observd que el ligando L3 presentaba una disposicion
diferente a los demas ligandos, ya que las moléculas interactian a través de las
nubes 1 de sistema m-conjugado, en posicidn antiparalela formando capas. Este
tipo de interacciones se mantienen en el complejo L3c. Ademds, la interaccién de
par de no enlace del &tomo de cloro con la nube & del grupo piridoxal predomina
en este complejo frente a otro tipo de interacciones.

La citotoxicidad in vitro fue estudiada mediante el ensayo de MTT, realizado a 24
y 48h en células de la linea A549 de cancer de pulmén. De entre los complejos

analizados, el compuesto que mds citotoxicidad presenté fue el complejo L3¢, de
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igual forma que el compuesto L3 resulté el mas citotdxico entre los ligandos. Lc
L3c y L%c alcanzaron un descenso de la viabilidad entorno al 88%, confirmando la
especial toxicidad de los complejos para esta linea celular.

5. Los ensayos en pez cebra permiten observar si estos compuestos son toxicos
para organismos vivos y los efectos teratogénicos que pueden causar. En este
caso se seleccionaron los compuestos L3, L#, L3c y L*c. Los ligandos L3y L% no re-
sultaron téxicos en ningln caso, mientras que los complejos L*cy, especialmente
L3c, mostraron descenso de la viabilidad a las concentraciones mas altas testadas
indicando la necesidad de confirmar su inocuidad con futuras investigaciones en

esta linea.

Los resultados obtenidos de los estudios in vitro e in vivo de este trabajo y, en
particular, la capacidad de los compuestos analizados, especialmente los ligandos, de
inducir un importante efecto citotdxico en células cancerigenas, pero no en organismos
vivos, indicaria la posible idoneidad de estos compuestos para ser evaluados como po-
sibles agentes antineopldsicos. No obstante, serian necesarios estudios adicionales para
poder afirmar que los compuestos tienen efectos anticancerigenos, y posibles fines te-
rapéuticos. Entre estos estudios estaria descartar la toxicidad que puedan producir los
compuestos en células sanas. Asimismo, seria necesarios estudios computacionales,
como el molecular docking y ultravioleta visible para poder afirmar de modo compu-
tacional y experimental la interaccién que se produce con el ADN. Estos estudios ya se
iniciaron, pero por el momento solo tenemos datos preliminares, de los que se podria

adelantar que en principio parecen estar correlacionados con los aqui presentes.
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6. Anexos

Rel. Int. (%)

Espectros de masas

+TOF MS: 0650 t0 0766 min from Sample 2 (L2, MeOH) of 2018 08959 12 esitof.pos OLwiff
, 10=-1.65057696460836120e+001 R, (Turbo Spray)
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Figura 58.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L? y estructuras corres-
pondientes a los cationes, [L2+H]*m/z = 302,11 uma, [NaL?]* m/z = 324,10 uma y para la especie

[K(LY),:)* m/z = 641,17 uma.
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Rel. Int. (%)

TOF VS: 0.68410 0.768 min from Sanpe 2 (L2, MeOH) of 2018 08959 12 esitof_nieg OLwiff Vex. 2622 courts)
a=3,60194411515042240e- 004, 10=3 42566830656794420e+000 R, (Turbo Spray)
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Figura 59.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L2y estructuras corres-

pondientes a los aniones, [L-H]" m/z = 300,10 uma, [L%Cl]" m/z = 336,08 uma y para la especie

[(L?),ClI'm/z = 637,19 uma.
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I +TOF MS: 0.666 to 0.783 min from Sanrple 2 (L3, MeOH) of 2018 08960_L3 esitof_pos 0L wiff Max. 513.6 counts|
a=3,60113251308533170e-004, t0=-1.63770434687001800e+001 R; (Turbo Spray) o o
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Figura 60.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L3y las estructuras co-
rrespondientes a los cationes, [L3]* m/z = 320,08 uma, [NaL®]*m/z = 342,06 umay para la especie

[K(L3)2)*'m/z = 677,10 uma.
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TOF MS: 0651 to 0.818 rmin from Saple 2 (L3, MeOH) of 2018 08960 L3 esitof_neg OLwiff

a=3.60195636727172350e-004, 10=3.62904980070710610e+000 R, (Turbo Spray)
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Figura 61.- Espectro de masas de iones negativos para el ligando L3 y las estructuras

correspondientes a los aniones, [L3-H]" m/z = 318,07 uma, [L3CI]" m/z = 354,04 y para la especie

[(L3).Cl'm/z = 677,11 uma.
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I +TOF MS: 0.700 to 0.783 min from Sanple 2 (L4nov, MeOH) of 2019_13999_L4nov_esitof_pas_OLwiff
a=3,60236859135357580e-004, t0=-1.68002318998305680e+001 R; (Turbo Spray)
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Figura 62.- Espectro de masas de iones positivos para el ligando L* y las estructuras co-

rrespondientes a los cationes, [L*+H]* m/z = 316,14 uma, [NalL*]* m/z = 338,11 uma y para la

especie [K(L*),]* m/z = 669,20 uma.
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-TOF MS: 0.684 to 1.035 min from Sarrple 2 (L4nov, MeOH) of 2019_13999_L4nov_esitof_neg O0Lwiff Max. 2841.6 counts|
a=3.60256303434828900e-004, t0=3.75444023865480720e+000 R; (Turbo Spray)
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Figura 63.- Espectro de masas de iones negativos para el ligandos L* las estructuras
correspondientes a los aniones, [L*H]" m/z = 314,11 uma, [L*CI] m/z = 350,09 uma vy para la

especie [(L*).Cl]"m/z = 665,21 uma.
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Figura 64.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L'c y estructura co-

los cationes,

[VOLY(CHsOH)]* es
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TOF MS: 0.76810 0.851 min from Sarple 2 (L1C, MeOH) of 2018 05445, L1C esitof_neg OLwiff
a=3,601842595304515400-004, t0=4, 11546767645367950e+000 R, (Turbo Spray)
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Figura 65.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo Lic y estructura co-

rrespondiente a los aniones, [VO3L']" es m/z = 384,03 uma, [VOLY(CH30)] es m/z = 398,06 umay

para la especie {[VOL}(OCHs)][VO,LY]} es m/z = 783,06 uma.
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I +TOF MS; 0.78310 0,866 nin from Sample 5 (L2C, MeOH) of 2018 05446 _L2C_esitof_pos_OLWiff Mex. 3908.8 courts]
a=3.60107049937616950e-004, t0=1.69518705822460910e+001 R, (Turbo Spray)
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Figura 66.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L%c y estructuras co-
rrespondiente a los cationes [VOL%(CH3OH)]* m/z = 398,06 uma, {Na[VOL?(CHsOH)]}* m/z =
420,04 umay la especie {Na[VOL*(CH3OH)],}* m/z = 817,09 uma.
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-TOF MS: 0.718 to 0.801 min from Sanrple 2 (L2C, MeOH) of 2018 05446 _L2C esitof_neg O1.wiff
a=3.60185224685082510e-004, t0-4.04699127372562820e+000 R; (Turbo Spray)
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Figura 67.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo L%c y las estructuras

correspondientes a los aniones, [VOL?(CHs0)]" m/z = 396,04 uma, {[VOL*CHsOH)]CI} m/z =

432,02 umay para la especie {{[VOL%CH30H)],Cl} m/z = 829,06 uma.
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+TOF MS. 0.766 to 0,866 fmin from Sanple 5 (L3C, MeOH) of 2018 06932 L3C, esitof_pos OLwiff
, 10=1.63711386637328680e+001 R, (Turbo Spray)
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Figura 68.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L3c y las estructuras
correspondientes a los cationes, [VOL3(CHsOH)]* m/z = 416,02 uma, {Na[VOL3(CHsOH)]}* m/z =
438,00 y para la especie {Na[VOL3(CHszOH)].}* es m/z = 853,02 uma.
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TOF MS: 0.73410 0.818 minfrom Sarple 2 (L3C, MeOH) of 2018 05447 _L3C _esitof_neg OLwif
2=3.601848906533382430e-004, t0=4,00833377462075190e+000 R, (Turbo Spray)
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Figura 69.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo L3c y las estructura

correspondientes a los aniones, [VO,L3]" m/z=399,99 uma vy para la especie {[VOL3(CHs0)]CI}

m/z=414,01 uma.
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I +TOF MS: 0.73310 0.850 min from Sanple 8 (LAC, MeOH) of 2018 05448 LAC _esitof_pos_OLwiff Nex 9835 W
a=3.60107193763781850e-004, t0=-1.69344626154821500e+001 R, (Turbo Spray) |
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Figura 70.- Espectro de masas de iones positivos para el complejo L% y estructuras co-
rrespondientes a los cationes, [VOL*CHsOH)]* m/z=412,07 uma, {Na[VOL*CHsOH)]]*
m/z=420,04 uma y para la especie {Na[VOL*(CH3OH)]2}* m/z=845,12 uma.
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TOF MS: 0.701 to 0.801 rrin from Sample 2 (LAC, MeOH) of 2018 06448 LAC, esitof_neg OLwiff
a=3.601846502177561508-004, t0=4,10201.376058706390e+000 R, (Turbo Spray)
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Figura 71.- Espectro de masas de iones negativos para el complejo L*c y estructura co-

rrespondiente al anion,

para la especie [VO,L*" m/z=396,04 uma, para la especie y para

[VOL*(CHs0)]" m/z= 410,05 uma.
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ANEXOS

Espectros de RMN
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Figura 72.- Espectro de RMN *H para el compuesto L2
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Empaquetamientos cristalinos de las estructuras de monocristal

Figura 84.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L! (arriba). Todos
los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de probabilidad.
Las interacciones m-mt se muestran en la figura de abajo. Las moléculas del compuesto interac-
tudan en posicidon antiparalela, formando una estructura en capas en forma de reja. Las distancias
entre centroides de las nubes 1 de los anillos y entre éstas y los dobles enlaces C=N son: 3,596

A, 3,612 A, 3,612 Ay 3,596 A; y 3,713 A en las dos interacciones dibujadas abajo.
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Figura 85.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L? (arriba). Todos
los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de probabilidad.
Las interacciones m-1t son mads escasas en este compuesto y son mostradas abajo. Las moléculas
interactuan preferentemente a través de enlaces de hidrégeno. Las distancias entre los centroi-

des que indican una interaccién lateral es 3,386 A.
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Figura 86.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L3 (arriba). Todos
los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de probabilidad.
Las moléculas interactian en posicion antiparalela formando capas. La interaccién de par de no
enlace del &tomo de cloro con la nube 1 del grupo piridoxal predomina en este compuesto frente
a otro tipo de interacciones. Las distancias entre centroides son de izquierda a derecha: 3,287

A, 3,379A, 3,717 A and 3,572 A.
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Figura 87.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L* (arriba). Todos
los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de probabilidad.
Las interacciones ni-1t y los enlaces de hidrégeno se muestran abajo. Las moléculas interactuan
a través de las nubes 1t de los anillos de piridoxal, los cuales se alternan de un lado a otro. Las
interacciones por enlace de hidrégeno se producen entre los iones de cloro, los dtomos de oxi-
geno desordenados y los atomos de nitrédgeno de los grupos hidrazona. Las distancias entre los

centroides dibujados son: 3,768 A (arriba) y 3,727 A (abajo).
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Figure 88.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto Lc (arriba). Todos
los atomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de probabilidad.
Los complejos interactian en posicidn antiparalela formando dimeros como se puede ver en la
figura de abajo. Estos a su vez interactuan por apilamiento 7 con otros dimeros a través del anillo
del grupo piridoxal de un complejo y el anillo fendlico de otro. Las distancias entre las nubes ©

son de arriba abajo: 3,667 A y 3,591 A.
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Figura 89.- ORTEP del empaquetamiento cristalino en el compuesto L3c (arriba). Todos
los &tomos que no son hidrégenos estan dibujados con elipsoides de un 50 % de probabilidad.
Los complejos interactian en posicién antiparalela formando capas como se puede ver en la
figura de abajo. La interaccion de par de no enlace del &tomo de cloro con la nube & del grupo
piridoxal predomina en este compuesto frente a otro tipo de interacciones. También se obser-
van interacciones entre las nubes 7 de los anillos y las nubes 7 de los enlaces iminicos. Las
distancias entre centroides son de izquierda a derecha: 3,316 A, 3,370A, 3,386 A, 3,254 A, 3,397

Ay 3,290 A. (Nota: se observan dos interacciones en el caso de los 4tomos desordenados).
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Polihedros de coordinacion

Figura 91.- Polihedro de coordinacién en el complejo Lc.
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