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RESUMEN

Nuevos complejos organometélicos fueron sintetizados, partiendo del dicloruro de
molibdenoceno (Cp:MoCl,) y cuatro ligandos: L-Acido ascorbico(L-AA), 6-0-palmitoil-L-
acido ascorbico (PAA), Etil maltol y D-penicilamina, Los productos obtenidos fueron
purificados y caracterizados por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton
(*H-NMR), infrarrojo (FT-IR), y andlisis elemental, para elucidar su estructura. Estos
complejos presentan estabilidad a pH fisiologico y tres de ellos son altamente solubles en
agua, excepto el Cp,Mo(PAA), el cual es ligeramente soluble. La técnica de voltametria
ciclica, (CV), se uso para determinar el comportamiento redox de los complejos sintetizados,
en CH3CN mostrando comportamientos electroquimicos reversibles, y mayor estabilidad de
estos complejos comparados con el compuesto de partida el dicloruro de molibdenoceno.
Estudios similares se hicieron bajo condiciones fisioldgicas, en amortiguador Tris-HCI a
pH=7.4, donde el comportamiento redox de Cp,Mo(L-AA), Cp.Mo(PAA), y [Cp.Mo(etil
maltol)]Cl, fue irreversible y para el complejo [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl fue reversible. Se
estudio la interaccion entre los complejos y la proteina Ubiquitina, por UV-VIS, voltametria
ciclica (CV), fluorescencia, y dicroismo circular(CD), encontrandose alguna clase de
interaccion. Las actividades citotoxicas de los complejos sintetizados, fueron investigadas en
lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y de cancer de colon HT-29 usando el ensayo
MTT a 72 horas. EI complejo Cp,Mo(PAA) mostrd6 mayor actividad citotoxica con un valor
del 1Csp de 0.33 mM, seguido del Cp,Mo(L-AA) con un valor de 0.8 mM, el [Cp.Mo(etil
maltol)]Cl con 1.60 mM, y el [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl con 1.78 mM. En cuanto a la
linea celular de HT-29, el complejo de Cp,Mo(PAA) mostrd un I1Csq de 0.050 mM, siendo el
mas activo; seguido del Cp,Mo(L-AA), con un valor de ICso de 0.55 mM y e[Cp,Mo(etil
maltol)]CI con 0.63mM. Incluir esta clase de ligandos en el dicloruro de molibdenoceno,

mejoro sus propiedades antitumorales.



Abstract

New organometallic complexes were synthesized, using  molibdenocene dichloride as
starting material (Cp,MoCl;) and four ligands: L-ascorbic acid (L-AA), 6-o-palmitoyl-L-
ascorbic acid (PAA), ethylmaltol and D-penicillamine. The products obtained were purified
and characterized by nuclear magnetic resonance spectroscopy of proton (*H-NMR), infrared
(FT-IR), and elemental analysis, to elucidate the structure. These complexes exhibit stability at
physiological pH, and three of them are highly soluble in water, except Cp,Mo(PAA), which
is slightly soluble. Cyclic voltammetry (CV) was used to determine the redox behavior of the
complexes in CH3CN, showing reversible electrochemical behavior and more stability when
compared  with molybdenoceno dichloride. Similar  studies were performed under
physiological conditions in Tris-HCI at pH = 7.4, where the redox behaviors of Cp,Mo(L-
AA), Cp,Mo(PAA)and [Cp2Mo(ethylmaltol)]CI, were irreversible and reversible for
[Cp2Mo(D-penicillamine)]Cl. The binding interactions between ubiquitin Ub) and
molybdenocene derivatives were monitored by UV-VIS, cyclic voltammetry (CV),
fluorescence and circular dichroism (CD) and weak Ub-metal interactions were detected.
The cytotoxic activities of the complexes were investigated in cancer cell lines MCF-7 breast
and colon cancer HT-29 using the MTT assay at 72 hours. The complex Cp,Mo(PAA) showed
higher cytotoxic activity with an 1Csg value of 0.33 mM, followed by Cp,Mo(L-AA), with a
value of 0.8 mM, the [Cp,Mo(ethylmaltol)]CIl with 1.60 mM, and [Cp,Mo(D-penicillamine)]
Cl with 1.78 mM. As for the cell line HT-29, Cp.Mo(PAA) complex showed an 1Csy of 0.050
mM, the most active, followed by Cp,Mo(L-AA), with an ICsyvalue of 0.55 mM and
[Cp2Mo(ethylmaltol)]CI with 0.63 mM. The inclusion this class of ligands in molybdenocene

dichloride improves the anti-tumor properties of the corresponding derivatives.
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1. Introduccion

El cancer es una enfermedad que causa millones de muertes en el mundo entero debido
a la habilidad de sus células de proliferarse en el cuerpo. Existen muchas clases de
cancer que atacan tanto a nifios como ancianos, sin distincion de género o raza; entre los
factores que causan esta mortal enfermedad estan los factores genéticos, y la exposicion
a areas de trabajo con niveles altos de contaminacion, incluyendo el deterioro del medio

ambiente.

Son muchos los esfuerzos que desde hace muchos afios, la comunidad cientifica ha
venido realizando para encontrar posibles curas o tratamientos que puedan otorgar una
mejor calidad de vida a los pacientes que padecen esta nefasta enfermedad y que se
encuentran en etapas terminales. Existen diversos tratamientos contra el cancer que
dependen tanto de la clase de cancer (mama, colon, higado, piel, etc), como de la etapa
de desarrollo de la enfermedad (temprana o terminal). Estos tratamientos tienen como
objetivo tratar de eliminar o evitar la proliferacion de estas células malignas en el
organismo; entre ellos se encuentra la radioterapia, la cual mata las células
directamente, al incidirlas con rayos de alta energia, y la quimioterapia que se realiza
por medio de la administracion al paciente de sustancias quimicas que actdan como

drogas y que son capaces de atacar estas células malignas (1).

Una de las drogas empleadas en la quimioterapia es el cisplatino (cis-
diclorodiaminoplatino (11)), (Figura 1). Esta sustancia quimica (complejo metalico de
platino (1)), presenta grandes propiedades antitumorales, y ha sido usada desde hace

muchos afios para tratamientos contra el cancer. Cis-platino ha demostrado ser una



muy buena alternativa para el tratamiento de cancer testicular, dando una mejor calidad
de vida y esperanza de cura a los pacientes que lo padecen. Todas estas propiedades se
deben a la facilidad que tiene el cis-platino para formar aductos con el DNA, evitando la
transcripcion, replicacion y division celular,  contribuyendo a sus cualidades
antitumorales, y por lo cual se ha buscado la eficacia de esta droga contra otros tipos de
cancer. Hoy dia, se efectian diversas investigaciones acerca de esta droga para poder
entender la selectividad que tiene el cis-platino entre los tumores y las células sanas

2,3).

-

Cisplatin, PtClz(NH23)> -
A platinum atom with four ligands

Figura 1. Cisplatino, compuesto organometalico usado como droga anti-cancer.

Gracias a las cualidades antitumorales del cis-platino surgio un gran interés por los
compuestos inorganicos, tanto asi que en los ultimos afios, se han venido realizando
investigaciones enfocadas a sintetizar nuevos complejos metalicos que permitan ser una
alternativa como agentes antitumorales, abriendo el interés principalmente por los
metalocenos que tienen en su centro un atomo metélico, y en los cuales estas

propiedades son bien prometedoras.
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Cuando el atomo central del metaloceno es titanio, niobio, vanadio 6 molibdeno
(Figura 2), se dice que estos compuestos organometélicos tienen mucha actividad
antitumoral, siendo una buena alternativa para reemplazar al cis-platino, puesto que son
compuestos que presentan diferente quimica de coordinacion y mecanismo de accion,
al igual que no presentan toxicidad hacia las células sanas. Esto hace que actien de
forma diferente contra los tumores (3). Se han sintetizado especialmente dihaluros de
metalocenos que contienen titanio como atomo metalico central, pero se ha encontrado

que es muy inestable a pH fisioldgico.

Figura 2. Estructura del metaloceno dihaluro de molibdenoceno.

Un buen candidato de dihaluro de metaloceno es aquel que contenga como atomo
central el molibdeno. Este complejo es muy viable debido a que presenta caracteristicas
importantes para ser utilizado como agente antitumoral como lo son su gran estabilidad
a pH fisiologico y su solubilidad en agua, que seria ideal para el fin de usarlo como
agente antitumoral. Este compuesto organometalico no se ha estudiado en detalle aun

(4), por lo cual sera nuestra base de investigacion para conocer mas a fondo su
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desempefio como agente anti cancer, ya que puede ser una gran alternativa como
medicamento para ser usado en el tratamiento de quimioterapia, y explorar su accion en
diversos tipos de cancer. Es necesario desarrollar nuevos medicamentos que sean méas
amigables al organismo, que ofrezcan mejores bondades a los pacientes que lo padecen
y que sean mas efectivos en la lucha contra esta terrible enfermedad. Es por esto que
nuestro trabajo fue enfocado en sintetizar nuevos complejos de molibdenoceno; para
esto usaremos cuatro ligandos que son agentes quelantes bidentados (Esquema 1) que
dan como resultado quelatos de cinco y seis miembros: L-acido ascdrbico (vitamina C),
6-0-palmitoil-L-acido ascorbico(derivado de la vitamina C), etil maltol y D-
penicilamina; El L-&cido ascérbico, tiene una estructura de lactona y dos grupos
hidroxilos endlicos, es hidrosoluble, posee propiedades antioxidantes; cuando una
sustancia se une a una molecula de vitamina C es més facil que atraviese la barrera
hemato-encefalica, actuando el L-&cido ascorbico como un vehiculo pudiendo
transportar cualquier sustancia al cerebro; existen reportes que indican que el L-acido
ascorbico es citotoxico hacia células neoplasicas malignas por accion directa, al tener
actividad pro-oxidante ya que es generador de H,O, que actla como pro-apoptotico
para células cancerosas (5-6). El 6-0-palmitoil-L-acido ascorbico, compuesto
liposoluble ha sido usado como sustituto del L-acido ascorbico debido a que es un
antioxidante mucho méas potente; estudios reportados de su actividad citotoxica en
células tumorales GH3 en ratas, reportan valores de ICso entre 125 y 150 uM; estos
efectos citotoxicos son debidos a su capacidad para inducir la apoptosis (muerte
celular) (7). El etil maltol (2-etil-3-hidroxi-4-piranona) es una a-hidroxicetona ciclica,
usado en la industria de alimentos como potenciador de sabores, y es un agente
quelante capaz de estabilizar centros metélicos (8). La D-penicilamina un aminotiol

hidrofilico, que es usada como droga en el tratamiento de varias enfermedades como
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son la artritis reumatoidea ya que tiene propiedades antiinflamatorias; la enfermedad de
Wilson y el envenenamiento con metales pesados, debido a su capacidad de formar
facilmente quelatos con el cobre y dejando como producto de esta interaccion, la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (9). Luego de sintetizar los nuevos
complejos se caracterizaran por diferentes técnicas espectroscopicas, se estudiaran las
interacciones de estos metalocenos con la Ubiquitina (Figura 3). También se hicieron
estudios de la actividad citotoxica de los nuevos complejos hacia lineas celulares de

cancer de mama MCF-7 y cancer de colon HT-29.

HO OH ﬁ
HO\\/%/ H )" (CH,),4-CH;
O HO 0
HO S

HO
L-acido ascorbico 6-o-palmitoil-L-acido ascérbico
N”3+(ﬂ
HO 2
/
0 HS 1
Etil maltol D-penicilamina

Esquema 1. Ligandos bidentados usados en la sintesis de los nuevos complejos

de molibdenoceno.

Ubiquitina
Ubiquitina (Ub) es una pequefia proteina altamente conservada presente en las
celulas eucaridticas. Su nombre procede del Latin “unique” que significa “en todos

lados” ; existe como un mondmero libre y unida covalentemente a un amplia variedad
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de proteinas celulares (10). Una de las funciones mas importantes es el marcaje de
proteinas para conducirlas a la degradacion proteosomal y lisosomal, para eliminarlas
de nuestro organismo. También posee otra funcion como es la ubiquitinacion,
modificacion de una proteina por medio de un enlace covalente a uno o mas
mondmeros de ubiquitina, que es importante para la reparacion del ADN, transcripcion,
translacion, ensamblaje de organelos asi como la localizacion intramolecular de una
amplia variedad de proteinas, jugando un papel critico en el mantenimiento de la

homeostasis de las proteinas en la célula (11).

N-terminus

Lysine 63

C-terminus

Figura 3. Estructura terciaria de la proteina Ubiquitina.

La ubiquitina esta formada por 76 aminoacidos, es de tamafio pequefio Yy tiene un peso
molecular de 8.5 KDa. Analisis previos de su estructura cristalina revelan una

conformacién globular compacta, constituida por cinco ldminas beta y una hélice alfa de
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tres vueltas y media. Contiene un ndcleo hidrofébico y un gran nimero de puentes de
hidrégeno por lo cual es estable a cambios de pH (permanece plegada entre pH=1-13)
y de temperatura (estable por debajo de los 80°C). Su extremo C-terminal (Arg7s-Gly;s-
Glyss) sobresale de la estructura globular formando un apéndice de gran movilidad

(12).

Mecanismo de Ubiquitinacién

En la Ubiquitinacion (Figura 4), la ubiquitina es activada por la enzima E1 activante de
la ubiquitina (requiere una molécula de ATP). EIl proximo paso es la transferencia de
la ubiquitinade E1la E2 via reaccion de trans (tio)esterificacién. Finalmente con la
intervencion de ubiquitina ligasa E3, un enlace isopéptido es formado entre una lisina

de la proteina marcada y el terminal- C de la ubiquitina (13).

ATP
+ AMP~ 2P, Levenda:

o
M

K-

SH

. Molécula de ubiquitina

1) Unién dela ubiquitina al enzima E1.
2) Transferencia dela ubiquitina deE1 a E2.
3) Acoplamiento del E2 y del sustrato al E3.

4) Transferencia dela ubiquitina del E2 al
grupo amino-terminal del sustrato proteico.

5) Liberacion del sustrato ubiquitinizado,
marcador que indicard que dicho sustrato
debe ser degradado.

o 3
O"L.,, l SH
-
_—
NH
NH; 4 <>_Qo
: <\
o

Figura 4. Proceso de la ubiquitinacion, realizado por la ubiquitina.



Recientemente se han descubierto nuevos roles de la ubiquitinacién han dado con el
descubrimiento de una variedad de dominios de ubiquitina alfa helicoidales (9); la
caracterizacion de estos dominios ha contribuido al avance de la biologia de la
ubiquitina basada en mecanismos regulatorios. Uno de estos dominios es el UIM
(motivo de interaccion de ubiquitina) que promueve la ubiquitinacion en algunas
proteinas por si mismas (10), y consiste de un solo motivo de a-hélice con una
secuencia de 20 residuos correspondiente a: X-Ac-Ac-Ac-Ac- _ -X-X-Ala-X-X-X-Ser-X-
X-Ac-X-X-X-X. El espacio _ , representa la Leucina o cualquier otro gran residuo
hidrofébico, Ac representa el acido Glutdmico o al acido Aspartico (residuos acidicos),
un residuo de alanina centrada, y los espacios X, estan ocupados por cualquier otro

residuo (13).

1.1 Objetivos

General

Se sintetizaron nuevos complejos derivados del dicloruro de molibdenoceno, para
estudiar la interaccion de éstos metalocenos con la ubiquitina, para determinar el

posible mecanismo de transporte de la droga anti cancer efectuado por esta proteina.

Especificos

» Sintetizar nuevos complejos de molibdenoceno y caracterizarlos posteriormente
usando varias técnicas espectroscopicas tales como NMR, UV-VIS, CV,CD y

fluorescencia.



» Estudiar las interacciones of los nuevos complejos de molibdenoceno con la
proteina Ub usando UV-VIS, CV, CD, Yy fluorescencia.

» Analizar la actividad citotdxica de los nuevos complejos de molibdenoceno, en
lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y cancer de colon HT-29 por medio

del ensayo colorimétrico MTT.

1.2 Trabajos Previos

1.2.1 Cisplatino (Cis-diaminodicloro-platino (11))

Cis-platino fue sintetizado por primera vez en 1844 por Michel Peyrone, pero fue
hasta 1972 cuando Barnett Rosenberg descubri6 por casualidad la actividad
antitumoral de este compuesto mientras trabajaba con un electrodo de platino en un
cultivo bacterial de E. coli. Este descubrimiento causé un impacto de como la quimica
inorganica puede ser usada para desarrollar compuestos farmacéuticos que tengan la
habilidad de actuar como agentes anti cancer. Cis-platino muestra reactividad hacia el
ADN pues tiene facilidad para formar aductos covalentes, cis-platino-ADN, los cuales
pueden actuar contra las células cancerosas. Se ha demostrado la efectividad de esta
droga para combatir el cancer testicular y el cancer de ovario, pero posee limitaciones
debido a que puede ocasionar dafio a 6rganos y tejidos sanos debido a su alta toxicidad
(2). El Cis-platino es administrado en pacientes por via intravenosa y al cabo de un dia,

el 65-98% de la droga es enlazado al plasma de las proteinas (14).

Peleg-Shulman y su grupo de trabajo (2002), investigaron las interacciones de cis-
platino y trans-platino con proteinas, comparando la reactividad de los aductos

formados, usando dos modelos of proteinas tales como ubiquitina (Ub) y mioglobina de
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corazon de caballo (Mb). Encontrando que trans-platino formaba un solo aducto,
mientras que cis-platino formaba cuatro aductos diferentes, los cuales fueron analizados
por ionizacion electroespray acoplada a espectrometria de masas (ESI-MS) en razén de
1:1. Estudios cinéticos fueron realizados para determinar la velocidad de enlace de la
proteina y encontraron que el cis-platino se enlaza mas rapido a ambas proteinas que el
trans-platino. El sitio preferido de enlace para cis-platino es la MET1, cuando se enlaza

a la ubiquitina (14)

Casini y su grupo de trabajo (2009), analizaron las reacciones de tres importantes
compuestos metélicos medicinales : cis-platino, trans-platino y el rutenio RAPTA-C,
con mezclas de las proteinas ubiquitina, citocromo C y superoxido dismutasa, usando
espectrometria de masas de alta- resolucion acoplada a ionizacion electroespray (ESI-
MS), suministrando informacion de las interacciones metal-proteina y mostrando que
el cis-platino fue moderadamente reactivo hacia las proteinas, mientras que RAPT-C
mostré la mayor reactividad ya que fue el Unico compuesto metéalico que mostrd
selectividad de enlace en la proteina, debido posiblemente a las interacciones
hidrofobicas inducidas por el anillo de areno y también se estudio los efectos citotdxicos

de ellos y conociendo el modo de accidn de estas drogas metalicas en la célula (15).

HN" Cl o NHg CI”RU“‘P/\N>
"/
cl (N
N
cisplatin transplatin RAPTA-C

Figura 5. Estructuras del algunos compuestos organometélicos con propiedades
antitumorales.
10



Williams y su grupo de trabajo (2010), estudiaron los cambios conformacionales en la
proteina ubiquitina en fase gaseosa, inducida cuando reacciona con la droga anti cancer,
cis-paltino, usando espectrometria de masas (IM-MS). Se determind la formacion de
aductos, siendo el mono-aducto [Ub + Pt (NH3).] la especie més abundante después de
24h de reaccion (razon molar 1:1) y se determind el sitio de enlace del compuesto cis-
platino en la proteina ubiquitina, a través del N-terminal del residuo de metionina.
Pequefias distorsiones estructurales fueron determinadas después de la platinacion de la
proteina usando movilidad de iones en fase gaseosa en un rapido tiempo de

milisegundos (16).

1.2.2 Diclorobis(ciclopentadienilo)molibdeno(1V) (Cp,MoCl,)

El dicloruro de molibdenoceno fue sintetizado por primera vez por Cooper y Green
(14). Kopf-Maier and Kopf publicaron la actividad anti cancer de dicloruro de

molibdenoceno a finales de los 1970 (17-18)

Marks y colaboradores (1991), estudiaron la quimica de coordinacion del dicloruro de
molibdenoceno a nucleobases /nucleétidos en solucion acuosa y en estado solido por
espectroscopia de *H-NMR; el Cp,MoCl, en solucién acuosa sufre la sustitucién de los
iones cloruro CI™ por los iones acuohidroxo dentro de los primeros 60 minutos,
formandose la especie Cp,Mo(H,O)OH", siendo el enlace Mo-Cp hidroliticamente

estable a pH fisiologico(19).

Vujevic y colaboradores (2003), sintetizaron a partir del dicloruro de molibdenoceno
tres complejos derivados molibdenoceno-aminoacidos compuestos del tipo

[Cp2Mo(IV)(xN,xO-AA)]" CI" -xH20 con AA =-fenilalaninato (x =1.5), DL-leucinato
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(x = 2) and DL-valinato (x =1), que son cinéticamente estables en el rango de pH de

2.3-11.5, realizando mediciones por UV-VIS, *C-NMR, y ESI-MS (20).

Harding y colaboradores (1998), estudiaron las interacciones del dicloruro de
molibdenoceno, con cuatro oligonucledtidos d(CGCATATGCG)2, dATGGTA, dApT,
y dCpG, usando espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén (*H -
NMR), sugiriendo que el enlace a bajo pH es observado, y que la coordinacion es
menos favorable a alto pH debido a la competicién con la hidrdlisis, que incrementa al
aumentar el valor de pH ya que los sitios de enlace no estan disponibles debido a los
enlaces de hidrogeno y a efectos estéricos. Los aductos estables metaloceno-ADN

pueden ser formados a pH < 4.0, pero a pH > 6.0 es muy improbable que se formen

(4).

Harding y colaboradores (2004), investigaron la interaccion de ligandos biol6gicos
(aminoacidos ) con el dicloruro de molibdenoceno a condiciones de pH fisiologico y
concluyé que aminodcidos que contienen sulfuro (como cisteina), son de gran
afinidad a el diclorobis(ciclopentadienilo)molibdeno(1V) (Cp.MoCl,) y demostrd que
cada dihaluro de metaloceno tiene un diferente mecanismo de accion hacia ligandos

bioldgicos(21).

Erxleben (2004), estudié en solucion acuosa la interaccién del dicloruro de
molibdenoceno con dipéptidos y tripéptidos que contienen cisteina en un rango de pH
de 2-9. El Cp,Mo*?, coordina al grupo tiolato de péptidos que tienen la forma X-Cys-Y,
ayudando a liberar los aminoacidos en el extremo carboxilo del residuo de cisteina, por
medio de hidrolisis a alta temperatura. Los enlaces peptidicos no son tan faciles de

romper bajo condiciones moderadas, es por esto que se buscan nuevos agentes que sean
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eficientes para romper este tipo de enlaces para aplicaciones en bioquimica y biologia

molecular, siendo el dicloruro de molibdenoceno un buen candidato (22).

Meléndez y colaboradores (2004), realizaron estudios para elucidar la coordinacion del
dicloruro de molibdenoceno con ADN de timo de ternera a pH=7.4 en buffer, usando
espectroscopia de emision por plasma inducido (ICPES), voltametria ciclica, y
resonancia magnética nuclear de una y dos dimensiones. Su grupo observd que el ADN
se enlaza al molibdenoceno en un 5-12% (21), contradiciendo los resultados de Harding.
(18) En un estudio posterior Meléndez también observd que el molibdenoceno se
coordina débilmente con las bases purinas y casi insignificantemente con el grupo

fosfoéster, usando espectroscopia de *H y *P-NMR (23-24).

Meléndez y colaboradores (2009), sintetizaron dos complejos de molibdenoceno y
con ligandos quelantes que contienen oxigeno, maltolato y malonato, resultando ser
solubles en agua y mas estables que el Cp,MoCl,. También estudi6 las interacciones
metal-albdmina usando espectroscopia UV-VIS, donde no se observaron nuevas bandas,
indicando que la interaccion no se realiza por coordinacion con el centro metalico. Para
observar el comportamiento redox se us6 voltametria ciclica en amortiguador tris-HCI a
pH=7.4, encontrando que las posibles interacciones entre el molibdenoceno y la
albumina son de caracter hidrofébico, como se habia sugerido antes por otros grupos,
dando una interaccion del 30% para el Cp,MoCl,, un 21% para el Cp,Mo(malonato),
y un 15% para el Cp,Mo(maltolato)ClI, siendo el molibdenoceno mas afin a la albimina
que los nuevos complejos. Los efectos citotoxicos en lineas celulares de cancer de
mama MCF-7 y de cancer de colon HT-29 se determinaron usando el ensayo MTT, a

72 h. Cp,Mo(malonato) resulto ser mas citotoxico que el Cp,Mo(maltolato)ClI, en HT-
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29, mientras que en MCF-7, tanto el Cp,MoCl, como los nuevos complejos mostraron

efectos proliferativos (25).

1.2.3 Otros Complejos Metalicos como agentes anti-cancer

Sadler y colaboradores (1998), estudiaron compuestos de rutenio y titanio (IV) y sus
interacciones con transferrina, una importante proteina en el transporte de hierro (111),
concluyendo que el titanio se enlaza a la transferrina fuertemente y podria ser la

proteina de transporte de Ti(IV) a las células cancerosas (4).

Guichard y su grupo de trabajo (2006), estudiaron la actividad antitumoral de dos
complejos de rutenio RM175 y HC11 in vitro e in vivo, encontrando en sus estudios in
vitro que el HC11, es diez veces mas activo que el RM175 y que el cis-platino en las
lineas celulares de cancer de ovario A2780, y en hepatocitos humanos; la toxicidad de

este compuesto puede estar relacionada con el ligando de areno y su modificacion (26).

S llcesl
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Chemical structures of HC11 and RM175.

Figura 6. Estructura quimica de los complejos HC11 y RM175.

Gbomez y su grupo de trabajo (2009) sintetizaron nuevos complejos de titanoceno,
[Ti(n°>-CsHs) ( n° -CsHs {CMe,(CH,CH,CH=CH,)})Cl,](1), que al hacerlos reaccionar
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con 9-BBN(borabiciclononano) se forman los complejos sustituidos [Ti( n°-CsHs)( 1°-
CsH4(CMe{CH,CH,CH,-CH,BCgH14)})CI2](2). Fueron probados como agentes
antitumorales en diferentes clases de lineas celulares tumorales, para entender la
relacion entre los grupos unidos al anillo de ciclopentadienilo y su actividad citotoxica.
La presencia de grupos alquilo en el anillo de ciclopentadienilo incrementa ligeramente
la citotoxicidad de los complejos en algunas lineas celulares estudiadas con respecto al
complejo de partida, el dicloruro de titanoceno. El grupo borilo en el anillo de
ciclopentadienilo tiene una influencia negativa sobre su actividad en adenocarcinoma de
cérvix humana (HeLa), en melanoma maligno (Fem-x) y en células de leucemia
humana (K562) y un efecto positivo en carcinoma de mama humano (MDA-MB-361)

7).
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2. Sintesis de nuevos complejos de dicloruro de molibdenoceno

2.1 Reactivos
Los reactivos usados para los diversos experimentos fueron comprados de Sigma-

Aldrich: diclorobis(ciclopentadienilo)molibdeno(IV) (Cp.MoCl;) al 97%; ; Ubiquitina
de eritrocitos bovinos >98%, L- Acido ascérbico, 6-0-palmitoil-L- &cido ascorbico
(PAA), etill maltol y D-penicilamina; Agua desionizada; Oxido de deuterio (D,0)
99.9%; buffer Tris-HCI; buffer PBS; Metanol (CH3OH); hidréxido de sodio (NaOH);

acido clorhidrico (HCI); sefadex lipofilico.

2.2 Metodologia

2.2.1 Sintesis del complejo Cp,Mo(L-acido ascorbico)
0.1836 gramos (0.6 mmoles) de  diclorobis(ciclopentadienilo)molibdeno(1V)

(Cp2MoCl,), fueron sonicados en 16.0 mL de agua desionizada desgaseada (H,O) por
~ 2h, hasta que la solucién se torno6 de color marrén oscuro. Se transfirié esta solucién a
un matraz de fondo redondo de 50.0 mL de tres cuellos (Figura 7), y fue mezclada con
0.1088 gramos (0.6 mmoles) de L- acido ascorbico (C¢HgOg), bajo atmosfera inerte
(nitr6geno, Ny) constante, usando la linea de Schlenk . El valor de pH=5.4 se ajustd
durante la reaccion con NaOH; la soluciéon fue dejada toda la noche con agitacién
constante; el producto obtenido, el complejo Cp,Mo(CsHeOs), €s un solido marrén

oscuro que fue aislado evaporando el solvente en vacio.
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Figura 7. Montaje del equipo usado en las sintesis de nuevos complejos derivados de
bis(ciclopentadienilo)dicloruro de molibdeno (Cp, MoCl,).

2.2.2 Sintesis del complejo Cp,Mo(6-0-palmitoil-L &cido ascorbico)

0.0823 gramos (0.20 mmoles) de PAA (CxH330;) (ligeramente soluble en agua),
fueron sonicados en 10.0 mL de agua desionizada desgaseada (H,O) por ~ 2h, hasta
que se formd una emulsion. Se sonicaron 0.0589 gramos (0.20 mmoles) de
diclorobis(ciclopentadienilo)molibdeno(1V) (Cp.MoCl,), en 6.0 mL de agua
desionizada desgaseada (H.O) por ~ 2h, hasta que la solucion se torné de color marrén
oscuro, para luego ser mezclados en un matraz de fondo redondo de 50.0 mL y tres
cuellos, bajo atmdsfera inerte (nitrégeno, Ny). Se monitored el valor de pH durante la
reaccion fijandose a 10.0 con hidroxido de sodio (NaOH). La solucién se dej6 toda la
noche con agitacién constante; el producto de la reaccion es un precipitado de color
amarillo oscuro presente a través de la reaccion, que fue separado por filtracion,

obteniéndose el complejo de formula (Cp,Mo(C22H3607)).
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2.2.3 Sintesis del complejo [Cp.Mo(Etil maltol)]CI
0.1508 gramos (0.5 mmoles) de diclorobis(ciclopentadienilo)molibdeno(IV)

(Cp2MoCly) fueron mezclados con 0.0712 gramos (0.5 mmoles) de etil maltol
(C7Hg03), en un matraz de fondo redondo de 50 mL de tres cuellos que contenia 10.0
mL de agua desionizada desgaseada (H,O), con agitacion constante. Se monitored el
valor de pH durante la reaccion fijdndose a 10.0, y bajo atmoésfera inerte (nitrogeno,
N,) durante toda la noche. EI sélido rojizo oscuro obtenido es el complejo
Cp2Mo(C7H;0O3) que fue aisladoy purificado finalmente por medio de una columna
cromatografica, usando  Sefadex lipofilico (20-100 pum, de Aldrich) como fase

estacionaria, y metanol como fase movil.

2.2.4 Sintesis del complejo Cp,Mo[(D-penicilamina)]Cl
Fue sintetizado y purificado de forma similar al complejo Cp,Mo(6-0-palmitoil-L acido

ascorbico), pero a un pH=6.8, obteniéndose un complejo de formula

Cp2Mo(CsH1oNO,S) y de color rojizo oscuro.

2.2.5 Preparacion de Buffer Tris-HCI
Se pesaron 3.0285 gramos de tris(hidroximetil)aminometano, y 0.1461 gramos de

cloruro de sodio (NaCl), que se adicionaron en un matraz volumétrico de 250.0 mL
que contenia agua desionizada (H20), hasta total disolucidn con agitacion constante. Se
fijo a pH fisioldgico, pH=7.4 usando &cido clorhidrico (HCI) 0.1 M, y se completa

hasta la marca, para obtener una concentracion final de 100 mM Tris /10 mM NacCl.

2.2.6 Preparacion de Buffer Fosfato
Se prepar6 una solucion 10 mM de fosfato dibasico de sodio heptahidratado

(Na;HPQ,4.7H,0), pesando 0.268 gramos que se agregaron en un matraz volumétrico
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de 100.0 mL disolviéndolos con agua desionizada, y completando hasta la marca. De
manera similar se prepar6é una solucion de 25.0 mL, pero de fosfato monobasico de
sodio hidratado (NaH,PO,4.H,0), pesando 0.0345 gramos de éste compuesto. Luego se
mezclaron en un matraz volumétrico de 200.0 mL, que contenia 0.2338 gramos de
cloruro de sodio (NaCl), 19.0 mL de la solucion de fosfato monobésico y 81.0 mL de la
soluciéon de fosfato dibasico. Se fijé el pH a valor fisioldgico pH=7.4 con é&cido
clorhidrico 0.1 M y se completd hasta la marca con agua desionizada para obtener una

concentracion final de 10 mM fosfato/ 20 mM NacCl.

2.2.7 Preparacion de la solucion de la proteina
En un matraz volumétrico de 100.0 mL, se adicionaron 0.0214 gramos de ubiquitina

que se disolvieron con buffer tris o buffer fosfato (dependiendo el analisis) a pH
fisioldgico, completandose hasta la marca, para una concentracion final de 2.5x10™ M.

Esta solucion se almacena a 5°C, y es estable hasta por un mes.

2.3. Caracterizacion de los nuevos complejos
Se caracterizaron los nuevos complejos sintetizados para elucidar su estructura usando

analisis elemental y diversas técnicas espectroscopicas.

2.3.1 Analisis Elemental
Muestras de los nuevos complejos puros fueron secadas en vacio, y fueron enviadas a

Atlantic Microlab, para determinar el porcentaje de H 'y C presente.
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2.3.2 Resonancia magnética nuclear de proton *H-NMR
Se usaron las técnicas espectroscépicas de *H-NMR y **C, disolviendo las diferentes

muestras en solventes deuterados tales como D,0O (para los complejos solubles en agua),
y DMSO (para el complejo Cp,Mo(6-0-palmitoil-L &cido ascorbico) que es ligeramente
soluble en agua). Para estos analisis se usd un espectrometro de 500 MHz de la
compafiia Bruker, con banda ancha y sonda QXI EI NMR Bruker 500 MHz, es un

instrumento equipado con un poderoso magneto superconductor de 11.4 Tesla.

2.3.3 Infrarrojo (FT-IR)
Se hizo una pastilla de KBr que contenia aproximadamente, 5% de los respectivos

complejos, para luego analizarla en un espectrofotometro de infrarrojo (FT-IR) Bruker
Vector-22, en el rango de frecuencia de 4000-500 cm™, para obtener las diferentes

bandas de los grupos funcionales caracteristicos.

2.3.4 Espectroscopia UV-VIS
Soluciones de concentracién 4.0x10* M de los nuevos complejos y del Cp,MoCl,
fueron preparadas en buffer 100 mM Tris /10 mM NaCl a pH=7.4 (fisioldgico), usando
un espectrofotdémetro Lambda Bio 20 Perkin Elmer de doble haz, equipado con un
controlador de temperatura, un software WinLab (Perkin Elmer), y usando una celda

de cuarzo de paso optico de 1cm.

2.3.5 Voltametria Ciclica (CV)
Se estudio el comportamiento redox de los complejos en solventes organicos

(acetonitrilo, CH3CN), usando hexafluorofosfato de tetrabutilamonio ([NBu,]PFe)
0.1 M como electrolito de soporte, y en amortiguador 100 mM Tris /10 mM NaCl a

pH=7.4. Las soluciones de los complejos 1.0x10% M se desgasean con nitrégeno
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antes del andlisis para eliminar el oxigeno presente. Lo0s experimentos se realizaron
usando un analizador electroquimico voltamétrico BAS CV-50W que consta de una
celda electroquimica y tres electrodos. Como electrodo de trabajo se usé un electrodo de
carbono de vidrio, al cual se le da un tratamiento de limpieza previo a cada analisis,
pasandolo durante 1 minuto por tres superficies de rugosidad diferente que contienen
una pequefa cantidad de alimina 0.05 um disuelta en agua desionizada, para luego
sonicarlo por otro minuto, finalmente lavarlo y secarlo, para ponerlo en la celda
electroquimica. El electrodo auxiliar fue un alambre de platino y el electrodo de
referencia es Ag/AgCl, 3 M NaCl. Los pardmetros que se usaron durante los analisis
fueron variados, empleando ventanas de potencial que van desde +1.5 V hasta -1.5 V,

corrientes de +100 pA hasta -100 pA, y una velocidad de barrido de 100 mV/s.

2.3.6 Espectroscopia de Fluorescencia
Se usé un espectrofluorémetro  Shimadzu RF-S301PC, equipado con dos

monocromadores, uno de emision, otro de excitacion, dos tubos fotomultiplicadores y
una lampara de Xeno6n de 150 W. Se obtuvieron espectros de emisién de soluciones del
orden de 10 M de los nuevos complejos y del Cp,MoCl,, preparadas en amortiguador
100 mM Tris /10 mM NaCl a pH=7.4, usando como parametros una longitud de onda
de excitacion de 280 nm, en un rango espectral de emisién de 300 nm a 400 nm, alta
sensitividad, velocidad lenta y un ancho de rendija para excitacion de 10 nm y para

emision de 5 nm.

2.3.7 Dicroismo circular
Se prepararon soluciones de los complejos del orden de 10 M, usando como solvente

amortiguador 10 mM fosfato/20 mM NaCl a pH=7.4 (fisioldgico), que se analizaron en
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un espectropolarimetro  JASCO J810, equipado con una ldmpara de xendn
monocromatica, linealmente polarizada y conectado a un controlador de temperatura
JASCO PTC-423S, usando una celda de cuarzo de paso 6ptico de 1cm. Los parametros
que se usaron fueron un rango espectral de 180 nm a 450 nm, una velocidad de rastreo
0 barrido de 100 nm/min, un tiempo de respuesta de 2 s, ancho de banda de 2 nm, “data

pitch” de 0.1 nm, y cada espectro obtenido fue el promedio de 6 barridos.

2.4. Resultados y Discusion

2.4.1 Sintesis de nuevos complejos derivados de Cp,MoCl,

La reaccion entre el dicloruro de molibdenoceno (Cp.MoCl,) y los diferentes ligandos
L- 4cido ascorbico (Ce¢HgOg), de PAA (CyHsg07), etil maltol (C;HgOs3), y D-
penicilamina( CsH11NO,S), se realizaron a una relacién molar 1:1. Sonicar el dicloruro
de molibdenoceno, asegura que los ligandos cloruro CI', se desprendan del complejo
de partida, formandose los iones acuohidroxo, y que durante la reaccién los ligandos se
anclen con mayor facilidad al Cp,Mo*?. En todas las sintesis se observé un cambio de
color, esto debido a las transiciones electrénicas del Mo™, lo que indica que las
reacciones se completaron. Los complejos obtenidos Cp,Mo(L-acido ascorbico),
[Cp2Mo(etil malto)]CI y [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl, mejoraron las propiedades de
solubilidad del complejo de partida en agua, siendo altamente solubles, a excepcion del
complejo Cp,Mo(PAA) que es ligeramente soluble en agua. En cuanto a la estabilidad,
todos los complejos son bien estables, almacenandose por un largo periodo a 20°C. El
complejo [Cp.Mo(etil maltol)]Cl, es higroscopico, por lo cual se debe almacenar en

condiciones de vacio.
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El mecanismo de reaccion general propuesto que ocurre cuando el dicloruro de

molibdenoceno se disuelve en agua es (19):

Cp2MOC|2 + H,O +—= szMO(HQO)C|+ + CI
Cp:Mo(H,0)CI* + H,0 == Cp;Mo(H,0),** + CI
Cp:Mo(H;0),** + OH *=  CpzMo(OH)(OH,)"

Cp:Mo(OH)(OH,)* + OH &= Cp,Mo(OH);

Evidenciando la estabilidad del enlace Mo-Cp, el cual estd presente en todos los
productos de reaccion; todos los ligandos que se usaron en las sintesis de los nuevos
complejos forman quelatos con Cp,Mo *2, (L-acido ascdrbico y PAA) y con

CpzMo *'Cl, (los ligandos etil maltol y D-penicilamina).

Las reacciones quimicas generales que describen las sintesis de los nuevos complejos

son:
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2.4.2 Analisis elemental
Los compuestos analizados se enviaron a Atlantic Microlab para corroborar la formula

propuesta para cada uno de ellos (Tabla 1). El célculo tedrico del porcentaje de carbono
e hidrégeno se hizo usando el programa Molecular Weight de Matthew Monroe. Segln
el resultado del andlisis elemental, los complejos formados por 6-o-palmitoil-L-4cido
ascorbico, etil maltol, y D-penicilamina se encuentran hidratados, conteniendo dentro

de su estructura 2.5 moléculas de agua (H,O).

% C % H
Foérmula Complejo Tebrico Experimental Tedrico Experimental
Cp2Mo(C2H3507)(H20)25 56.04 55.70 7.50 7.40
Cp2Mo(CsHgNO,S)CI(H.0),5 39.61 39.80 5.54 5.51
Cp2Mo(C;H;03)CI(H,0); 44.89 44.85 5.097 4.82

Tabla 1. Composicion de carbono e hidrdgeno en los nuevos complejos sintetizados, segin
anélisis elemental realizado por Atlantic Microlab.

2.4.3 Infrarrojo (FT-IR)
Otra técnica muy util para elucidar la estructura de los nuevos complejos sintetizados es

la espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR), la cual muestra las
vibraciones caracteristicas de los grupos funcionales presentes en los complejos.
Elespectro FT-IR del complejo de partida presenta una banda caracteristica del
estiramiento C-H (sp?), de los anillos de ciclopentadienilo, a una frecuencia de ~3094
cm™, que se encuentra a la misma frecuencia presente en los complejos sintetizados en

los complejos de [Cp.Mo(etil maltol)]CI y [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl. A diferencia,
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los complejos Cp,Mo(L-AA) y Cp,Mo(PAA) sufren un ligero desplazamiento hacia

frecuencias mas altas, ~3114 cm™, y ~3116 cm™ respectivamente.
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Figura 8. Espectro de FT-IR del ligando y complejo sintetizado del 4cido ascérbico.

La Figura 8, muestra el espectro del ligando L-&cido ascérbico y del complejo
derivado. En ambos se aprecian las bandas caracteristicas como son la vibracion C=0,
presente en el ligando a una frecuencia de ~1688 cm™ y en el complejo se desplaza a
frecuencias més bajas ~1628 cm™. Esta banda es debida al anillo de la lactona. La
vibracion C-O-H presente en el ligando a una frecuencia de ~1348 cm™, se desplaza en
el complejo a ~1355 cm™, debida a los grupos hidroxilo. La vibracién C-O en el
ligando a ~1040 cm™ y en el complejo se puede apreciar a la misma frecuencia,

banda que corresponde al anillo de lactona. La vibracién de los grupos O-H del ligando
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se aprecia con gran intensidad en ~3300 cm™ (banda fuerte), pero disminuye en
intensidad en el espectro del complejo, sugiriendo que la coordinacién del L-acido

ascorbico con el molibdenoceno es via oxigeno.

] 6-O-Palmitoil-L-acido ascorbico
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3116cm
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Numero de onda (cm'1)

Figura 9. Espectro de FT-IR del ligando y complejo sintetizado de 6-o0-palmitoil-L-acido
ascérbico.

La Figura 9, muestra el espectro del ligando 6-o-palmitoil- L-acido ascorbico y del
complejo derivado. Se aprecian las bandas caracteristicas del estiramiento C-H a
frecuencias de 2917 cm™ y 2850 cm™, debidas a la cadena alifatica del ligando y que se
aprecian con un ligero desplazamiento, hacia frecuencias mas bajas en el complejo. La
vibracion C=0, presente en el ligando y en el complejo aparecen a la misma frecuencia
de ~1734 cm™, banda debida al anillo de lactona. El estiramiento C-O en el ligando a

~1172 cm™ y en el complejo se puede apreciar a una frecuencia de 1261 cm™, banda
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que corresponde también al anillo de lactona. La vibracion en ~3250 cm™ debida a los
grupos O-H del ligando, no se aprecian casi en el espectro del complejo, lo que sugiere
que la coordinacién con el metal es via oxigeno. El desplazamiento en algunas de las
bandas sugiere que hay coordinacién del 6-o-palmitoil-L-AA con el centro metalico

del molibdenoceno.
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Figura 10. Espectro de FT-IR del ligando y complejo sintetizado de Etil maltol.

La Figura 10, muestra el espectro del ligando etil maltol y del complejo derivado; se
aprecian las bandas caracteristicas del estiramiento C-H a frecuencias de 2982 cm™ en

el ligando y a 2963 cm™ en el complejo, debidas al etilo presente en el ligando y se
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aprecia con un ligero desplazamiento, hacia frecuencias méas bajas en el complejo. La

vibracién C=0 es una banda fuerte presente en el ligando en ~1648 cm™ vy en el

complejo a una frecuencia de~ 1640 cm™, debida al anillo de lactona. EI estiramiento

C-O en el ligando y en el complejo salen a la misma frecuencia ~1194 cm™, banda que

corresponde también al anillo de lactona. El desplazamiento en algunas de las bandas

sugiere la coordinacion del palmitoil con el centro metalico del molibdenoceno.
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Figura 11. Espectro de FT-IR del ligando y complejo sintetizado de D-penicilamina.

La Figura 11, muestra el espectro del ligando D-penicilamina y del complejo

sintetizado. La D-penicilamina es un compuesto derivado de la cisteina, por lo que

tiene en su estructura los grupos caracteristicos de un aminoacido, el i6n amonio —
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NHs" y el i6n carboxilo COO™ ya que se comportan como “zwitterions”. Las bandas
correspondientes al estiramiento NHs;" se aprecian como una banda ancha a una
frecuencia de ~3436 cm™, que también la presenta el espectro del complejo a ~ 3476
cm™. El estiramiento asimétrico de la vibracion COO™ presenta una banda fuerte en
1580 cm™ para el ligando y 1573 cm™para el complejo; y el estiramiento simétrico
COO una banda fuerte en 1400 cm™ tanto en el ligando como en el complejo. La
banda débil del estiramiento del grupo tiol, S-H, a una frecuencia de ~ 2468 cm™ del
ligando, no aparece en el espectro del complejo lo que sugiere que una de los atomos

por los cuales el molibdenoceno se enlaza es por el azufre, debido a la afinidad que

existe entre ellos.

2.4.4 Resonancia magnética nuclear de protén *H-RMN

Los nuevos complejos sintetizados se caracterizaron por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén *H-RMN, ya que es una técnica muy robusta para elucidar
cualquier estructura. La Figura 12 presenta el espectro de RMN de *H para el dicloruro
de molibdenoceno. En la Figura 13, se observa el espectro obtenido tanto para el
ligando, como para el nuevo complejo sintetizado del L- &cido ascorbico en agua
deuterada, D,O. Comparando el espectro del ligando con el del complejo sintetizado
observamos los picos correspondientes a los protones: Ha (doblete) con una sefial 6=
4.90 ppm; Hg (triplete) con desplazamiento 6= 4.01 ppm; Hc (doblete) con 6=3.70 ppm;
estas sefiales se observan en el espectro del complejo desplazandose hacia campos altos

(Tabla 2).
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Figura 12. Espectro de proton *H-NMR, del compuesto de partida Cp,MoCl, en D,0.

El espectro del complejo muestra la sefial correspondiente a los protones de los anillos
de ciclopentadienilo (Cp) con dos singletes en la region de 6=5.65 ppm y 6=5.70 ppm
sufriendo un ligero desplazamiento de la sefial, mientras que en el complejo de partida
el dicloruro de molibdenoceno (Figura 12), estos singletes muestran sefial de
resonancia en 6=5.78 ppm y 6=5.96 ppm, que corresponden a la formacion de los iones
acuahidroxo Cp,Mo(D,0)CI* y Cp,Mo(D,0)," (21). Las sefiales de los protones de los
grupos hidroxilo en el espectro no se observan por el intercambio que sufren con el
deuterio, debido al disolvente D,O.

El espectro de proton * H-RMN del ligando 6-0-palmitoil-L-4cido ascérbico y del nuevo
complejo sintetizado en dimetil sulféxido deuterado, DMSO-dg (Figura 14), muestra sus
sefiales de resonancia caracteristicas donde se puede apreciar que las sefiales de los
protones Ha, 0=11.15 ppm y Hpg, 6=8.43 ppm presentes en el espectro del ligando, no
se muestran en el espectro del complejo, lo que sugiere que el centro metalico del

molibdenoceno se une al ligando por esta parte de la molécula del L-acido ascorbico.
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Figura 13. Espectro de proton *H-NMR del ligando L-4cido ascérbico (superior) y del
complejo sintetizado Cp,Mo(C¢H¢Og) (inferior), en D,0O.
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Las otras sefiales de los protones sufren un ligero desplazamiento hacia campos altos,
asi como los picos correspondientes a los protones de los anillos de los
ciclopentadienilos, Cp, que comparados con el Cp,MoCl,, se desplazan hacia campos

altos Cp(I) 6=5.70 ppm 6=5.68 ppm (Tabla 3).

Ligando L-4cido ascorbico Ha 4.90 1 Doblete
Hg 4.01 1 Triplete
Hc 3.70 2 Doblete
Cp2Mo(L-&cido ascorbico) Ha 4.45 1 Doblete
Hg 3.63 1 Triplete
Hc 3.50 2 Doblete
Cp(l) 5.70 5 Singlete
Cp(ll) 5.65 5 Singlete

Tabla 2. Sefales de resonancia magnética de proton *H-NMR, del ligando y complejo del
L-&cido ascorbico en D,0.

La Figura 15, muestra el espectro de proton, * H-NMR del ligando Etil maltol y del
complejo sintetizado [Cp,Mo(etil maltol)]CI en agua deuterada D,O. Comparando los
espectros se observan las sefiales de los diferentes picos tanto en el ligando como en el
complejo, la sefial de los protones Ha y Hg del ligando en el complejo se desplazan
hacia campos altos y la sefial de los protones Hc y Hp del ligando se desplazan hacia
campos bajos. La sefial de resonancia del grupo hidroxilo no se observa en ninguno de
los espectros debido a que se intercambia con el deuterio del disolvente D,O. Los
protones de los anillos del ciclopentadienilo, Cp muestran una sola sefial, un singlete
con un 4=5.73 ppm, indicando que los protones de los anillos son magnéticamente

equivalentes.
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Figura 14. Espectro de proton *H-NMR del ligando 6-0-palmitoil-L-acido ascorbico,
(superior) y del complejo sintetizado Cp,Mo(Cx,Hs05), (inferior) en DMSO-ds.
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Ligando 6-o-palmitoil-L-AA  Ha 11.15 1 Singlete
Hg 8.43 1 Singlete
Hc 5.33 1 Doblete
Hp 4.68 1 Singlete
He 4.05 2 Triplete
Hr 3.95 1 Cuartete
Hg 2.32 2 Triplete
H; 1.52 2 Multiplete
Hk 1.24 2 Multiplete
H. 0.86 3 Triplete

Cp2Mo(PAA) Ha X 1 Singlete
Hg X 1 Singlete
Hc 5.25 1 Doblete
Hp 4.30 1 Singlete
He 4.07 2 Triplete
He 3.86 1 Cuartete
He 2.27 2 Triplete
H; 151 2 Multiplete
Hk 1.24 2 Multiplete
H. 0.86 3 Triplete
Cp(D) 5.70 5 Singlete
Cp(ll) 5.68 5 Singlete

Tabla 3. Sefiales de resonancia magnética de protén *H-NMR, del ligando y complejo del
6-0-palmitoil-L-acido ascorbico en DMSO-d.
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Figura 15. Espectro de proton *H-NMR del ligando Etil maltol, (superior) y del complejo
sintetizado [Cp,Mo(C;H;O,3)]ClI, (inferior) en D,O.
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| Ligando Etil maltol ~ Ha 1.08 3 Triplete (CH3) |

Hg 2.64 2 Cuartete (CHy)
Hc 6.37 1 Doblete
Hp 7.88 1 Doblete

[Cp2Mo(Etil maltol)]Cl Ha 1.01 3 Triplete (CHs)
Hg 2.56 2 Cuartete (CHy)
Hc 6.67 1 Doblete
Hp 8.01 1 Doblete
Cp 5.73 10 Singlete

Tabla 4. Sefiales de resonancia magnética de proton *H-NMR, del ligando y complejo del
Etil maltol en D,0O.

El espectro de protén *H-NMR (Figura 16), del ligando D-penicilamina y su complejo
muestra tres sefiales de resonancia para el ligando las cuales estan presentes en el
espectro del complejo, la sefial de Ha que se desplaza hacia campos bajos y las sefiales
de los protones Hg y Hc hacia campos altos (Tabla 5); los protones de los anillos de
ciclopentadienilio Cp, muestran dos singletes a 6=5.61 ppm y 6=5.60 ppm, lo que
indica que los anillos en la molécula del complejo estan de forma asimétrica, no siendo
sus protones equivalentes. El centro metalico del CpMo*? se une al ligando formando un

guelato (S), (O), debido a la afinidad del molibdeno por el azufre.
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Figura 16. Espectro de proton *H-NMR del ligando D-penicilamina, (superior) y del
complejo sintetizado [Cp,Mo(CsH1,NO,S)]CI, (inferior) en D,O.
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Ligando D-penicilamina Ha 3.57 1 Doblete
Hg 1.44 1 Triplete
Hc 1.35 2 Doblete
Cp2Mo(D-penicilamina) Ha 3.95 1 Doblete
Hg 1.33 1 Triplete
Hc 1.05 2 Doblete
Cp(l) 5.61 5 Singlete
Cp(ll) 5.60 5 Singlete

Tabla 5. Sefiales de resonancia magnética de protén *H-NMR, del ligando y complejo de
D-penicilamina en D,0.

2.4.5 Caracterizacion de los complejos por Dicroismo circular

Los nuevos complejos sintetizados se analizaron por CD, en donde s6lo Cp,Mo(PAA),
y [Cp2Mo(D-penicilamina)]Cl mostraron bandas en sus espectros (Figura 17), ya que
estos complejos presentan actividad Optica, rotan la luz polarizada, debido a la
presencia de centros quirales dentro de su estructura molecular. EI Cp,Mo(PAA),
muestra una gran banda de absorcion con un maximo en 280.6 nm y el [Cp.Mo(D-
penicilamina)]Cl , muestra dos minimos uno en 230 nm y otro en 284.7 nm, y dos

maximos uno en 258.5 nm y otro en 320.8 nm, de menor intensidad.
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Figura 17. Espectro de dicroismo circular (CD), de nuevos complejos Cp,Mo(PAA)
(superior) y [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl (inferior).
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@ HQ. P (CHy)4-CHj

Figura 18. Estructura del complejo Cp,Mo(PAA), que presenta actividad Optica debido a
gue posee un centro quiral (*).

Mo‘qo\ / N Cl

Figura 19. Estructura del complejo [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl, que presenta actividad
Optica debido a que posee un centro quiral (*).

2.4.6 Caracterizacion de los complejos por espectroscopia UV-VIS

Las Figuras 20 y 21, muestran los espectros electronicos tomados al dicloruro de
molibdenoceno, a los diferentes ligandos y a los nuevos complejos. Se observa para el

espectro del Cp,MoCl, una banda de absorcion a una longitud de onda A= 378 nm,
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debida a las transiciones d-d del metaloceno (¢ = 96 M™cm™). En los espectros de los
complejos [Cp.Mo(etil maltol)]CI, [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl, y Cp.Mo(L-AA) se
observa que estas transiciones se deplazan hacia el azul del espectro electromagnético
a unas longitudes de onda de A= 338 nm, 353 nm, y 369 nm respectivamente. En el
espectro del Cp,Mo(PAA) se observa esta transicion con un ligero desplazamiento hacia
el rojo en A= 392 nm; estos desplazamientos indican que el ambiente del centro
metalico del metaloceno ha cambiado debido a la coordinacion con los ligandos, lo que
evidencia la formacion de los nuevos complejos.

En los espectros de los complejos se observan también las bandas correspondientes a las
transiciones n-n* que corresponden a los anillos de ciclopentadienilo (Cp), en el rango
de A= 208-215 nm.

El ligando etil maltol muestra una banda de absorcién intensa en A= 275 nm, que se
desplaza hacia el azul, en el complejo formado [Cp.Mo(etil maltol)]CI a una A= 230
nm; el ligando 6-o-palmitoil-L-AA muestra una banda de absorcién en A= 382 nm, que

no se aprecia con facilidad en el complejo.
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UV-VIS ligandosy complejos del etilmaltol y PAA
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Figura 20. Espectros electronicos UV-Vis de ligandos etil maltol, 6-0-palmitoil, nuevos
complejos sintetizados y Cp,MoCl,, en buffer Tris-HCI a pH=7.4.
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Figura 21. Espectros electronicos UV-Vis de ligandos L-AA, D-penicilamina, y sus
complejos sintetizados, en buffer Tris-HCl a pH=7.4.
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2.4.7 Caracterizacion de los nuevos complejos por Voltametria Ciclica (CV)

Se estudio el comportamiento redox de los nuevos complejos sintetizados en
acetonitrilo CH3CN, usando como electrolito de soporte hexafluorofosfato de
tetrabutilamonio ([NBug]PFs) 0.1 M.

Todos los complejos sintetizados presentan un comportamiento reversible, pudiéndose
apreciar en los complejos de Cp,MoCl,, [Cp.Mo(etil maltol)]ClI y Cp.Mo(PAA) un
pico de reduccion Epc = 527 mV, 960 mV y 841 mV, y de oxidacion, con un
potencial de pico anddico Epa = 602 mV, 1035 mV y 887 mV respectivamente.
[Cp2Mo(etil maltol)]CI tiene un hombro a Epa = 900 mV que pudiese atribuirse a dos
fendmenos: la oxidacion de etilmatol 6 la oxidacion de [Cp,Mo(etil
maltol)(CH3CN)]"**.

Para los complejos Cp,Mo(D-penicilamina) y Cp,Mo(L-AA) se observa un pico de
reduccion con un potencial de pico catédico Epc de 710 mV'y 447 mV y dos picos de
oxidacion Epa =777 mV -1255 mV, y Epa =490 mV - 906 mV respectivamente; estos
picos de oxidacion son debidos a la formacion de las especies electrodeficientes Mo(V)
(Cp.MoL”™) 'y posiblemente [(Cp.MoL(CHsCN)] ** 6 Mo(V1) que ha mostrado tener
propiedades antitumorales (43).

Los picos de oxidacion en todos los nuevos complejos tienden hacia potenciales mas
positivos en comparacion con el complejo de partida, lo que indica que son mucho mas
estables en solventes organicos. En cuanto a los ligandos en este medio, mostraron un
comportamiento irreversible, donde solo se observan los picos de oxidacion, a
potenciales mas positivos, excepto para el ligando D-penicilamina, que no presenta

comportamiento redox en este solvente organico (Apéndice 1).
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos de los complejos dicloruro de molibdenoceno, etil
maltol y PAA (superior), y L-acido ascorbico, D-penicilamina (inferior) en CH3;CN con
(INBu,s]PFg) 0.1 M como electrolito de soporte.
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Se caracterizaron los complejos en buffer Tris-HCl a pH=7.4, a condiciones
fisiolOgicas, para conocer su importancia ya que muchos procesos bioldgicos que
involucran la oxidacion dan como resultado el dafio de moléculas bioldgicas (41). Se
encontrd que todos presentan un comportamiento irreversible en medio acuoso (Figuras
23 y 24), presentando un pico de oxidacion, uno hacia potenciales mas positivos
respecto al complejo Cp,MoCl,, como lo fue el [Cp,Mo(etil maltol)]CI, con un
potencial de pico anddico Epa de 825 mV, lo que lo hace més estable en medio acuoso
que el compuesto de partida y hacia menores potenciales como Cp,Mo(PAA), con
Epa = 688 mV, y [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl, con Epa = 601 mV. EI complejo
Cp:Mo(L-AA)  presenta igual potencial de oxidacion que el dicloruro de
molibdenoceno Epa = 705 mV, el pico de oxidacién en el Cp,MoCl, es debido a la
formacion de especies Mo(V) electrodeficientes y reactivas, o a la formacién de un

complejo estable metal-oxo que evita la reduccion de la misma (25).

En cuanto a los ligandos (excepto el de 6-o-palmitoil-L-AA, que no presenta sefial),
muestran un pico de oxidacion menos positivo que sus respectivos complejos y que el

molibdenoceno.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos de los ligandos L-AA, (superior), 6-o-palmitoil-L-AA
(PAA) (inferior) y su complejos sintetizados en buffer Tris-HCI a pH=7.4, comparados

con el compuesto de partida Cp,MoCl,
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos de los ligandos etil maltol (superior), D-penicilamina
(inferior) y sus complejos sintetizados en buffer Tris-HCI a pH=7.4, comparados con el
Cp.MoCl.,.
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2.4.8 Caracterizacion de los complejos por Fluorescencia

Se caracterizaron los complejos por espectroscopia de fluorescencia, encontrdndose que
nuestros complejos Cp,Mo(PAA), , Cp,Mo(L-AA) fluorecen pues emiten radiacion
electromagnética de gran intensidad al ser excitados en una longitud de onda de 280 nm,
comparada con el compuesto de partida el  Cp,MoCl, (banda de emisién 307 nm,

15998) , mostrando bandas de emision muy intensas en 448.4nm

Intensidad

204308), y en 440.2 nm (intensidad = 61279) respectivamente. Por lo

(intensidad
tanto, se pueden considerar como fluoréforos, caracteristica muy apreciable ya que
podrian ser usados en aplicaciones bioldgicas. Los complejos [Cp,Mo(etil maltol)]CI y
el [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl presentan un espectro de emision de fluorescencia muy
similar al dicloruro de molibdenoceno, con bandas méas débiles en comparacion con los
otros complejos mencionados. Los ligandos etil maltol y D-penicilamina presentan
bandas de emision de casi la misma intensidad que sus complejos; los ligandos L-acido
ascorbico 'y PAA muestran bandas de emisién de intensidades despreciables

comparadas con sus respectivos complejos.
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Figura 25. Espectros de emisién de la fluorescencia del Cp,MoCl,, excitado a 280 nm.
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Figura 26. Espectros de emision de la fluorescencia del ligando L-acido ascorbico y su
complejo excitados a 280 nm.
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Figura 27. Espectros de emision de la fluorescencia del ligando 6-o-palmitoil y su
complejo, excitados a 280 nm.
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Figura 28. Espectros de emision de la fluorescencia del ligando etil maltol y su
complejo, excitados a 280 nm.
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Figura 29. Espectros de emision de la fluorescencia del ligando D-penicilamina y su
complejo, excitados a 280 nm.
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3. Estudios de interaccion del dicloruro de molibdenoceno y sus
nuevos derivados con la proteina Ubiquitina

3.1 Estudios de interaccion por espectroscopia Ultravioleta —visible

3.1.1 Preparacion de soluciones de dicloruro de molibdenoceno, nuevos
complejos de molibdenoceno y la solucion de Ubiquitina

Se pesaron cantidades apropiadas de molibdenoceno y de los nuevos complejos y se
disolvieron en 10.0 mL de buffer 100 mM Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4), para obtener
concentraciones finales de 4.0 x10° M de los complejos; la solucién del complejo

Cp2Mo(PAA) se sonico por 20 minutos para lograr su completa disolucion.

La solucion de ubiquitina se prepar6 segun el procedimiento descrito anteriormente en
buffer 100 mM Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4), para obtener concentraciones finales de

2.5 x10™ M.

3.2 Estudios electroquimicos de interaccion por Voltametria Ciclica

Se pesaron cantidades apropiadas de molibdenoceno y de los nuevos complejos y se
disolvieron en 10.0 mL de buffer 100 mM Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4), para obtener
concentraciones finales de 1.0 x10* M de los complejos; la solucién del complejo
Cp2Mo(PAA) se sonico por 20 minutos para lograr su completa disolucion.

La solucién de ubiquitina se prepard segun el procedimiento descrito anteriormente.

53



3.2.1 Preparacion de la superficie de los electrodos y parametros instrumentales
La superficie del electrodo de trabajo utilizado de carbon de vidrio, se limpio segun lo

descrito en la seccion 4.5, asi como también los pardmetros instrumentales.

3.3 Estudios de interaccion por espectroscopia de Fluorescencia
Se pesaron cantidades apropiadas de molibdenoceno y de los nuevos complejos y se

disolvieron en 10.0 mL de buffer 100 mM Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4), para obtener
concentraciones finales del orden de 10* M de los complejos; la solucién del complejo
Cp2Mo(PAA) se sonico por 20 minutos para lograr su completa disolucion.

La solucién de ubiquitina se prepard segun el procedimiento descrito anteriormente.

3.4 Estudios de interaccion por Dicroismo Circular
La solucién de ubiquitina se prepard segin el procedimiento descrito anteriormente,

pero en buffer 10 mM fosfato/20 mM NaCl (pH=7.4), para obtener una concentracion
final de 1.0x10° M.

Se pesaron cantidades apropiadas de molibdenoceno y de los nuevos complejos y se
disolvieron en 10.0 mL de amortiguador 10 mM fosfato/ 20 mM NaCl. (pH=7.4), para
obtener concentraciones finales del orden de 10* M de los complejos; la solucién del

complejo Cp.Mo(PAA) se sonicé por 20 minutos para lograr su completa disolucion.

3.5 Resultados y discusién

3.5.1 Estudios de interaccion por espectroscopia Ultravioleta —visible
UV-VIS es una técnica utilizada para monitorear posibles interacciones débiles entre la

proteina ubiquitina - molibdenoceno y los nuevos complejos sintetizados.
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La ubiquitina absorbe en esta region del espectro electromagnético ya que presenta el
residuo aromatico tirosina (Tyr) en su estructura, con una banda a una longitud de onda

de 278 nm.

0,1
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0,08
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0,02
245 255 265 275 285 285 305 315
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Figura 30. Espectro electrénico UV-VIS de la proteina ubiquitina 2.5x10° M, en
amortiguador Tris-HCl a pH=7.4

La solucion de ubiquitina fue titulada agregandole alicuotas de las diferentes soluciones
de los complejos, obteniendo un espectro electrénico después de cada adicion, en el
rango de 200 nm a 600 nm; la banda correspondiente a la ubiquitina desaparece a
medida que se agrega las alicuotas del complejo por el factor de dilucién; no se observé
en ninguna de las titulaciones la aparicion de nuevas bandas ¢ puntos isobesticos lo que
indica que no hay interaccion por coordinacion de los nuevos complejos con la proteina
ubiquitina.
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UV-VIS Ubiquitina + [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl
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Figura 31. Espectro electronico UV-VIS de la titulacion de Ubiquitina, con el complejo
[Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl, a condiciones fisiologicas.

3.5.2 Estudios electroquimicos de interaccién por Voltametria Ciclica

La técnica electroquimica de voltametria ciclica permite estudiar el comportamiento
redox de una especie metalica que puede ser afectado por el ambiente que rodea el
centro metalico ya sea por factores tales como el disolvente, el ligando o la carga.

Se estudio la posible interaccion de dicloruro de molibdenoceno con la proteina
ubiquitina. Para esto se tituld primero la solucion del metaloceno agregandole cuatro
alicuotas de 250 uL del amortiguador, 100 mM Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4),

adquiriendo un voltamograma después de cada adicion, para obtener los valores de los
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picos de oxidacion, potencial anddico (Ep,) y el valor de la corriente de oxidacion
producida (Ips). Luego se realiz6 un analisis similar pero adicionando cuatro alicuotas
de la solucién 2.5 x10° M de Ubiquitina. . La Figura 32 (superior), muestra los
voltamogramas obtenidos en la titulacion con el amortiguador Tris/NaCl, donde se
observa que el cambio en el potencial anddico a medida que se afiade el buffer es
insignificante. Al afiadir la solucion de proteina se puede ver mayor cambio en estos
valores, pues se desplaza hacia potenciales méas positivos, tendiendo el pico de
oxidacion a desparecer. Para tener una mejor idea del cambio en potencial y en
corriente, se determino el porcentaje de interaccion entre el metal y la ubiquitina (28),
obteniéndose un porcentaje de interaccion maximo de 4.83% en cuanto al potencial y
de 26.96% para la corriente, sugiriendo algun tipo de interaccion entre este metaloceno

y la proteina bajo condiciones fisioldgicas.

Estudios similares a los realizados al dicloruro de molibdenoceno se llevaron a cabo con
los nuevos complejos sintetizados, midiéndose el porcentaje de interaccion del cambio
de potencial y corriente, en cada uno de estos complejos con la ubiquitina. En las
Figuras 33-40, se muestra el comportamiento de los diferentes complejos; el porcentaje
de interaccion del cambio en el potencial y en la corriente del pico anddico de los
complejos se resumen en la Tabla 6, donde se observa que de los nuevos complejos
sintetizados, el complejo [Cp2Mo(D-penicilamina)]Cl muestra el mayor porcentaje de
interaccion respecto al cambio en corriente 45.50%, seguido del Cp,Mo(L-AA) con

15.03%, el Cp,Mo(PAA) con 12.72% y el [Cp,Mo(etil maltol)]CI con 7.58%.

57



CV Titulacion Cp,MoCl, + buffer Tris-HCI

1,00E-05
-1,00E-21
-1,00E-06
=
- ——Cp2MoCl2
-2,00808 350 ul buffer Tris
===DB00 ul buffer Tris
-3,00E06 = TS0 ul buffer Tris
= 1000 ul buffer Tris
-4 00E-D6
-5, 00E05 T T T T T
1,10E+00 9,00E01 7,00E01 5,00E01 3,00E01 1,00E01 -1,00E01
E(V)
CV Titulacion Cp,MoCl, con Ubiquitina
1,00E-06
0,00E400
-1,00E-06
<
- —0uLUb
-2,00E-06 )
—250uL Ub
——500ulL Ub
——750uL Ub
-3,00E-06
——1000uL Ub
-4 DOE-06
-5,00E-06
1,1 09 0,7 0,5 0.3 0,1 0,1

¥

E(V)

Figura 32. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo Cp,MoCl,, con buffer 100
mM Tris/ 10 mM NaCl (superior) y con la solucién 2.5 x10° M de Ubiquitina (inferior).
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1,00E-06
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-2,00E-06

-2, 50E-06

-3,00E-06

CV Titulacion Cp,Mo(L-AA) con buffer Tris-HCI

—— Cp2Mo(L-AA)

— 250ul buffer Tris
——— 500ul buffer Tris
——750ul buffer Tris

= 1000uL buffer Tris

11

Q8 0,7 a5 03 0,1

E(V)

Figura 33. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo Cp,Mo(L-AA) con buffer

100 mM Tris/ 10 mM NacCl.

CV Titulacion Cp,Mo(L-AA) con Ubiquitina

1,00E-06
5,00E-07
0,00E+00
T S00E07
~1,00E-06
——Cp2Mo(L-AA)
-1,50E-06 ——250uL Ub
——500uL Ub
_2,00E-06 ——750uL Ub
——1000uL Ub
_2,50E-06
_3,00E-06
11 0,9 0,7 0,5 0,3 0,1 0,1

E(V)

Figura 34. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo Cp,Mo(L-AA) con

solucién 2.5 x10° M de Ubiquitina.
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CV Titulacion de Cp,Mo(PAA) con buffer Tris-HCI

1,00E-086
0,00E+00
-1,00E-06
<
-2, 00E-06
—— Cp2Mo[PAA)
—— 250ul buffer Tris
-3,00E-06 e 500w Lbuffer tris
= 750uLbuffer tris
—— 1000uL buffer tris
-4 00E-06
-5,00E-06
1,1 0,9 0,7 0,5 0,3 0,1

E(V)

x

Figura 35. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo Cp,Mo(PAA) con buffer

1,00E-06

0,00E+00

-1,00E-06

I(A)

-2,00E-06

-3,00E-06

-4,00E-06

-5,00E-06

100 mM Tris/ 10 mM NaCl.

CV Titulacion Cp,Mo(PAA) con Ubiquitina

—— Cp2Mo(PAA)
——250uL Ub
~——500ul Ub
——750uL Ub
——1000ul Ub

1.1

0,9 0,7 0,5 0,3 0,1

E(V)

Figura 36. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo Cp,Mo(PAA) con con la

solucién 2.5 x10° M de Ubiquitina
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CV Titulacion de [Cp,Mo(etilmaltol)]Cl con buffer Tris-HCI

1,00E-06
0,00E+00
— -1,00E-06
=
-2 00E-06
= [Cp2Moletilmaltol)]Cl
-3,00E-06 [Cp2Mof . e
— 250ul buffer Tris
e B00uLbuffer tris
-4 Q0E-06 — 750uLbuffer tris
—— 1000uLbuffer tris
-5,00E-06
-6,00E-06
11 08 0,7 05 0,3 0,1 0,1

E(V)

Figura 37. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo [Cp,Mo(etil maltol)]CI
con buffer 200 mM Tris/ 10 mM NacCl.

CV Titulacidon [Cp,Mo(etilmaltol)]Cl + Ubiquitina

1,50E-06
5,00E-07
-5,00E-07
=<
-1,50E-06
—[Cp2Moletilmaltol)]CI
——250ul Ub
~2,508-06 ——500ul Ub
——750ulL Ub
-3,50E-06 1000 uL Ub
-4, 50E-06
-5,50E-06
1,1 09 0,7 0,5 0,3 0.1 -0,1

E(V)

Figura 38. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo [Cp,Mo(etil maltol)]CI
con la solucién 2.5 x10° M de Ubiquitina.
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CV Titulacion de [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl con buffer Tris-HCI

2 00E-06
1,00E-06
0,00E+00
100s-06 /
-2,00E-06
= [Cp2Mo(D-penicilamina)]Cl
-3,00E-06 —— 250ul buffer Tris
——500uLbuffer tris
-4,00E-06 T 50uL buffer tris
——1000uLbuffer tris
-5 ,00E-06
-6,00E-06
1 0,8 0,6 0,4 0,2 0 -0,2 -0,4
E(V)
Figura 39. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo [Cp,Mo(D-
penicilamina)]Cl con buffer 100 mM Tris/ 10 mM NaCl.
CV Titulacion [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl con Ubiquitina
1,00E-06
0,00E+00
-1,00E-06
-2,00E-06
—— [Cp2Mo(D-penicilamina)]Cl
——250uLUb
-3,00E-06 ——500uL Ub
—+—750ulL Ub
—— 1000ul Ub
-4 00E-06
-5,00E-06
12 1 08 06 04 0,2 0 -0,2 0,4

E(V)

Figura 40. Voltamogramas ciclicos de la titulacion del complejo [Cp,Mo(D-
penicilamina)]Cl con la solucién 2.5 x10° M de Ubiquitina.
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Tabla 6. Porcentaje de interaccion del cambio en potencial %(AEpa), y en corriente
%/ (Alpa) de pico anddico, de los nuevos complejos sintetizados.

Estos valores se pueden considerar como un indicador de que si esta sucediendo un tipo
de interaccién entre la ubiquitina y los nuevos complejos es posiblemente de tipo
hidrofobico ya que el analisis por UV-VIS no mostro interaccion por coordinacion.
En estudios previos realizados por otros grupos (29), se encontr6 que el dicloruro de
molibdenoceno se enlaza al suero de albumina HSA por medio de interacciones

hidrofdbicas.

3.5.3 Estudios de interaccion por espectroscopia de fluorescencia

Las proteinas, macromoléculas compuestas por enlaces peptidicos entre aminoacidos,

pueden absorber y emitir radiacion electromagnética en la region ultravioleta-visible del
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espectro debido a la presencia de residuos aromaticos (30). En la estructura de la
ubiquitina que consta de 76 aminoacidos, encontramos la presencia de dos residuos
aromaticos, tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe), que serian los responsables de las
bandas de emision energética en fluorescencia. La presencia de estos residuos es
escasa dentro de la estructura de la proteina ubiquitina (dos residuos de Phe y un
residuo de Tyr), aunque es muy raro observar la emisién de la fenilalanina. La
espectroscopia de fluorescencia permite estudiar las interacciones de enlace proteina-
ligando a partir de la informacion obtenida por medio de la interpretacion de los
cambios estructurales, modificacion de la estructura tridimensional de la proteina
debido a cambios en el entorno de algunos de los fluoréforos. Cuando los ligandos
poseen fluorescencia propia, como es el caso de nuestros complejos, esta puede cambiar

cuando se une a la proteina (33).

Para analizar la interaccién de la proteina ubiquitina con el metaloceno Cp,MoCl, vy
con los nuevos complejos sintetizados, se realizd la titulacion de la proteina con
alicuotas de 50 pL de las soluciénes 1x10™* M de los complejos Cp:Mo(PAA),
[Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl y [Cp.Mo(etil maltol)]CI; 4.30x10*M de Cp,Mo(L-
AA) y 6.30x10* M de Cp,MoCl, (anélisis por separado) preparadas en
amortiguador 100 mM Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4), obteniéndose el espectro
correspondiente después de cada adicion del metaloceno. El espectro de fluorescencia
de la ubiquitina (Figura 41) muestra dos bandas de emision, una de mayor intensidad
con un maximo en 303 nm, debida a la emision del residuo aromatico tirosina (Tyr) en

medio acuoso (33), y otra de menor intensidad en 345 nm.
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Las Figura 42-46 muestran los espectros obtenidos para cada titulacion. En la
titulacion con los nuevos complejos se observa como la segunda banda de la proteina
tiende a desaparecer a medida que aumenta la adicion del complejo. En las titulaciones
de la ubiquitina con Cp,Mo(L-AA)y Cp.Mo(PAA), se observa que a medida que se
aumenta la concentracion de complejo afiadida, en la region de 446 nm y 433.2 nm
respectivamente, tiende a formarse una nueva banda que corresponde a estos complejos
pero con un desplazamiento hacia el azul del espectro, lo que infiere que existe un tipo

de enlace entre la ubiquitina y los complejos (29).

Fluorescencia de Ubiquitina

140

120
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80

Intensidad
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300 320 340 360 380 400 420 440 480 480 500

A (nm)

Figura 41. Espectro de fluorescencia de la proteina ubiquitina en amortiguador 100 mM
Tris/ 10 mM NaCl (pH=7.4).

En todas las titulaciones se observa como las intensidades de las bandas de ubiquitina

decrecen a medida que aumenta la concentracion del complejo, fenémeno que se
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conoce como “Quenching de fluorescencia” que puede ser de tipo dindmico o estatico.
Los nuevos complejos sintetizados actian como “quenchers” y permitirdn estudiar la
facilidad de estos para acceder a los residuos aromaticos (fluor6foros) de la proteina, lo
que se reflejara en la formacion de un complejo proteina-ligando.

Para discernir el tipo de quenching que ocurre se determind la constante de quenching
bimolecular kg usando la relacion de Stern-Volmer, para cada una de las dos bandas

de emision de la proteina(31,35):

Fo/lF=1+ KSV[Q] =1+ quo[Q] ecuacion (1)

donde Fo y F son las intensidades en ausencia y presencia de quencher respectivamente,
kq es la constante de quenching bimolecular, «, es el tiempo de vida de la fluorescencia
en ausencia del quencher (~ 10® para la mayoria de las moléculas), [Q] es la
concentracion del quencher y Ky, es la constante de quenching de Stern-Volmer.

Todos los valores de las constantes de quenching bimolecular kg, obtenidas para cada
titulacion (Tabla 7), arrojan valores mayores que para el tipico quenching por difusion
kq~1x10' M's™ (31,35), obteniéndose la mayor constante de quenching dindmico para
la interaccion ubiquitina-Cp,Mo(PAA). Estos valores indican algun tipo de interaccién
por medio de un enlace proteina-ligando ya sea de tipo hidrofébico combinado con

interacciones electrostaticas y/o puentes de hidrogeno, en todos los estudios realizados.
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Ub + Cp,MoCl, y = 3753x + 1.0001 3.75E+11 0.9915
Ub + Cp;Mo (L-AA) y = 5720.1x + 1.026 5.72E+11 0.8885
Ub + [Cp,Mo(etil maltol)]CI y = 19835x + 1.1283 1.98E+12 0.8635
Ub + [Cp;Mo(D-penicilamina)]Cl |y =10717x + 1.0631 1.07E+12 0.9289
Ub + Cp,Mo(PAA) y = 63343x + 0.9211 6.33E+12 0.9884
Ub + Cp,MoCl, y = 3772.2x + 0.9433 3.77E+11 0.9856
Ub + Cp,Mo(L-AA) y = 10447x + 0.9935 1.04E+12 0.9002
Ub + [Cp,Mo(etil maltol)]ClI y = 49755x + 1.1376 4.98E+12 0.9815
Ub + [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl |y = 45190x + 1.2009 4.52E+12 0.8898
Ub + Cp,Mo(PAA) y = 88606x + 0.8176 8.86E+12 0.9705

Tabla 7. Constantes de quenching, kg, entre la ubiquitina y nuevos complejos

160

sintetizados.

Titulacidn ubiquitina + Cp,MoCl,
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Figura 42. Espectros de fluorescencia obtenidos en la titulacion de la proteina Ubiquitina
con el dicloruro de molibdenoceno, en el rango espectral de 295 nm a 475 nm.
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Fluorescencia de Ubiquitina + Cp,Mo(L-AA)
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Figura 43. Espectros de fluorescencia obtenidos en titulacion de la proteina Ubiquitina con
el complejo que tiene el ligando L-acido &scorbico, en rango espectral de 295 nm - 500 nm.
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Figura 44. Espectros de fluorescencia obtenidos en la titulacion de la proteina Ubiquitina
con complejo sintetizado Cp,Mo(PAA), en el rango espectral de 295 nm a 500 nm.
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Figura 45. Espectros de fluorescencia obtenidos en titulacion de la proteina Ubiquitina con
complejo sintetizado [Cp,Mo(etil maltol)]Cl, en el rango espectral de 300 nm a 420 nm.
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Figura 46. Espectros de fluorescencia obtenidos en titulacion de la proteina Ubiquitina con
complejo sintetizado [Cp,Mo(penicilamina)]Cl, en el rango espectral de 295 nm- 500 nm.
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3.5.4 Estudios de interaccion por Dicroismo Circular (CD)

La técnica espectroscopica de dicroismo circular (actividad oOptica) permite estudiar
sustancias que tengan dentro de su estructura centros quirales como por ejemplo las
proteinas, basandose en que en la ausencia de campos magnéticos estas especies no
interaccionan de la misma forma con la luz polarizada circularmente hacia la derecha y
hacia la izquierda (35). Por tanto un espectro de CD refleja la diferencia entre estas

absorciones de la luz polarizada.

La espectroscopia de CD es una técnica muy apropiada para monitorear la
conformacién de proteinas en solucion y los cambios que pueden ocurrir en respuesta al
ambiente (disolvente, pH, concentracion, amortiguador) e interacciones debidas al
enlace proteina-ligando. El espectro de una proteina es descrito por dos regiones como
lo son el UV lejano que comprende de 180 nm a 240 nm, que es la region donde se
pueden apreciar los cambios en la estructura secundaria de la proteina y el UV cercano
que va desde 240 nm hasta 320 nm que muestra los cambios en la estructura terciaria.
Las unidades del eje Y estdn dadas por la elipticidad molar media [e]umr |

unidades(grados.dmol™.cm?):

6
& =
Bhor =15 N

.|

4

ecuacion (2)

Donde © representa la data dada por el equipo en miligrados, C es la concentracion

molar, Na es el numero de aminoacidos de la proteina y | esta definida por el paso

optico de la celda de cuarzo, 1cm.
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La estructuras secundarias hélice alfa, presentan un espectro caracteristico en la region
UV lejano, presentando un doble minimo a 222 nm y a 208-210 nm y un maximo mas
intenso en 191-193 nm (Figura 47). Las estructuras de ldmina beta, muestran un Gnico
pico negativo entre 210 nm y 225 nm y un Unico pico positivo entre 190 a 200 nm,
todos estos de menor intensidad que las hélices alfa. En la region UV cercano de una
proteina se ven senales originadas por los cromoforos residuos arométicos y por los
enlaces disulfuro en el estado nativo. La fenilalanina presenta una banda de absorcion
entre 250-270 nm, la tirosina una banda mas intensa en 276 nm y un hombro en 283 nm
que pueden desplazarse hacia el rojo debido a la formacion de puentes de hidrégeno por

el grupo fendlico (28).
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Figura 47. Espectro ultravioleta lejano de CD de una proteina con estructura de hélice
alfa(a), y de una proteina con estructura tipo beta plegada (b) (28).
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Se llevaron a cabo estudios de interaccion entre la ubiquitina y los complejos
sintetizados asi como del dicloruro de molibdenoceno, titulando la solucion de proteina
con alicuotas de 50 uL de la solucién de cada uno de los complejos; todas la soluciones
se prepararon usando amortiguador 10 mM fosfato/20 mM NaCl a pH=7.4 (condiciones
fisiologicas), en el rango espectral de 195-450 nm y con una acumulacion total de 6
espectros para eliminar las interferencias ocasionadas por el ruido, a temperatura
ambiente (20° C).

CD Ubiquitina

4500

UV CD lejano : UV CD cercano

estructura 2@ :

-

2500

Ramdon coil a 207nm;  :
Hélice a ,doble minimoa: <
222nmy 208 nmy un
maximo a 193 nm.

Fenilalanina y Tirosina

h 4

500

185 215 235 : ! 355 378

~1500

[@] e [grados.dmol®.cm?)

-3500

5500

7500

Figura 48. Espectro de CD en el ultravioleta lejano y cercano de la proteina ubiquitina.

La Ubiquitina es una proteina constituida por 76 residuos de aminoacidos que tiene una
conformacién globular compacta, formada por cinco ldminas beta y una hélice alfa de
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tres vueltas y media (12). En la Figura 48, se observa el espectro caracteristico de la
Ubiquitina donde se puede apreciar los picos minimos caracteristicos de su estructura
secundaria hélice alfa y beta plegada (ultravioleta lejano) al igual que los picos de su
estructura terciaria, debido a los residuos aromaticos de tirosina (Tyr) y fenilalanina

(Phe) (UV cercano).

La Figura 49, muestra el espectro obtenido durante la titulacion de la proteina con el
complejo Cp,Mo(PAA). Se observa claras diferencias si se compara con el espectro de
CD del complejo: el cambio en la forma de las bandas debidas al complejo en la region
de 280.6 nm, aumentando su elipticidad definiéndose mejor en dos bandas de dos
hombros que salen en 246.2 nm y 280 nm, y desplazandose hacia el azul del espectro.
Estas bandas definidas se pueden atribuir al residuo de tirosina que absorbe en esta
region, lo cual indica un tipo de interaccion de caracter hidrofébico. A medida que
aumenta la adicion de la solucion del complejo se observa que la banda caracteristica de
la estructura hélice alfa (UV lejano) de la proteina, en 222 nm, desaparece
observandose al final solo un minimo en 208 nm. También se observa la aparicion de
un punto isosbéstico en 320nm que origina que la intensidad de la banda en 372 nm
aumente.

En la Figura 50 se muestra el espectro obtenido durante la titulacion de la ubiquitina
con el complejo [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl, donde al igual que con el complejo
anterior se observan modificaciones en el espectro de CD comparado con el espectro de
CD del complejo solo: a medida que aumenta la adicion de la solucion del complejo se
observa que la banda caracteristica de la estructura hélice alfa (UV lejano) de la

proteina en 210 nm tiende a desaparecer, observandose solo el minimoen 222 nm.
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CDTitulacidn de Ubiquitina con Cp,Mo(PAA)
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Figura 49. Espectro de CD de la titulacion de la proteina ubiquitina con el complejo
Cp,Mo(PAA).

También se observa la aparicion de tres puntos isobésticos que se deben posiblemente
al aumento en la concentracion del complejo a medida que se realiza la titulaciéon, o a
modificacion de la conformacion del sistema ubiquitina- complejo. Se observa también
la aparicion de una banda en la region de 409.7 nm, que puede ser originada por
cambios en la estructura del complejo, ya que este presenta actividad éptica. También

se mostro un ligero desplazamiento de las bandas hacia la region azul del espectro.

74



CD Titulacion Ubiquitina + [Cp,Mo(D-penicilamina) ]CI
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Figura 50. Espectro de CD de titulacién de la proteina ubiquitina con el complejo
[Cp,Mo(D-penicilamina)]CI.

Para los restantes complejos, los espectros de CD de las titulaciones no mostraron
cambios significativos que se puedan atribuir a cambios estructurales o
conformacionales de la ubiquitina. Por lo tanto, solo Cp,Mo(PAA) y [Cp.Mo(D-
penicilamina)]Cl inducen cambios estructurales en la ubiquitina lo que sugiere que
existen interacciones complejo-proteina posiblemente de caracter hidrofobico o

electrostatico que se pueden monitorear por espectroscopia de CD.
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4. Estudios de actividad citotoxica de nuevos complejos de
molibdenoceno en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y de
cancer de colon HT-29.

Se determind la actividad citotoxica de los nuevos complejos sintetizados por medio del
ensayo colorimétrico de viabilidad MTT. Este ensayo se basa en la reduccién
metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto
coloreado de color azul-parpura (formazéan), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas (42), en lineas celulares de cancer de colon HT-29 y

cancer de mama MCF-7.

4.1 Materiales y Metodologia
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), Triton X-100, cloruro de sodio,

cloruro de potasio, fosfato de sodio monobasico y fosfato de sodio dibasico, todos
fueron comprados de Sigma-Aldrich, y 2-propanol comprado de Fisher. Las células
cancerigenas fueron puestas a crecer en un frasco de cultivo de 75 cm? que posee un
cuello inclinado, obtenido de Corning Co.; luego del crecimiento las células fueron

sembradas en un plato de 96 pozos de Cell star.

4.2 Lineas celulares de cancer de mama MCF-7y de cancer de colon HT-29
Los ensayos citotoxicos realizados en la linea celular de cancer de mama MCF-7 fueron

realizados en el laboratorio de biologia molecular del profesor Jaime Ramirez Vick, del
Departamento de Ingenieria General de la Universidad de Puerto Rico — Recinto de
Mayaguez; las células de cancer de colon HT-29 fueron donadas por el Dr. Jaime

Matta del Departamento de Farmacologia de la Escuela de Medicina de Ponce.
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Las células cancerigenas MCF-7 se cultivaron usando como medio Hyclone DMEM /
con alta glucosa, suplementado con L-glutamina (4.00 mM), glucosa (4.5 g/L) vy
piruvato de sodio comprado de Thermo Scientific; las células cancerigenas HT-29 se
cultivaron usando como medio McCoys’s 5% modificado con L-glutamina de ATCC.
El suero fue enriquecido con nutrientes como suero fetal bovino (10 %) comprado de
Sigma-Aldrich. La solucién antibidtica, antimicotica (1 %), fue comprada de Cellgroy
filtrada en una botella que contiene un filtro de acetato de celulosa 0.2 um. Ambas
lineas celulares fueron incubadas en el frasco de cultivo de 75 cm® bajo una
atmosfera de aire (95%)/CO2 (5%) grado USP a 37°C, para su crecimiento y

mantenimiento.

4.3 Ensayo de Viabilidad MTT
EL ensayo colorimétrico MTT para determinar la actividad citotoxica de los nuevos

complejos fue evaluada sembrando 10,000 células (HT-29 o MCF-7) por pozo, en un
plato de 96 pozos, incubandose por 24 h. Cada plato estd formado por 12 columnas y 8
filas que sera la cantidad de réplicas para cada concentracion. En las dos primeras
columnas del plato se afiadieron 25 uL de medio por pozo (control), excepto para el
complejo de Cp,Mo(PAA) cuyo medio lleva 5% de DMSO debido a que es ligeramente
soluble en agua. Al resto de las columnas se le afiadieron 25 pL por pozo de soluciones
de diferentes concentraciones de los complejos, las cuales estan preparadas en el mismo
medio de las células, para luego incubarlas por 72 h, al cabo de las cuales se les
adiciona 50 pL por pozo de una solucion amarilla de MTT (2.4 mg/mL) preparada en
el mismo medio y en la oscuridad, incubando de nuevo por 2 horas. Se remueve el
medio y se lava con una solucién de buffer fosfato frio (PBS). 180 pL de triton(10 %)
en 2-propanol es afiadido e incubado para producir un compuesto coloreado de color

azul-parpura (formazan), al cual se le mide la absorbancia a una longitud de onda de
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490 nm con una sustraccion del “background” a 630 nm en un lector de microplatos
ELx808 Biotek, permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células
tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazéan
producido. Se determino el 1Cso de los complejos tratando la data con el software Sigma

Plot y Prism 3.0 usando curvas de analisis sigmoidal (pendiente variable).

Control Células Vivas

Concentraciones de complejo en
orden decreciente desde 0.01M

Figura 51. Ensayo colorimétrico de MTT para determinar la citotoxicidad del complejo
Cp:Mo(PAA), en la linea de cancer de colon HT-29.

4.4 Resultados y Discusion

El ensayo de viabilidad se basé en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) que es realizada por la enzima
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mitocondrial succinato-deshidrogenasa dando como resultado un compuesto coloreado
de color azul-purpura (formazan) (Figura51-52) permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas es

proporcional a la cantidad de formazan producido.

T
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Figura 52. Reaccién ocurrida en el ensayo colorimétrico de viabilidad MTT.

Con las absorbancias obtenidas en el ensayo colorimétrico, se hall6 el % de
viabilidad dividiendo el valor de la absorbancia del control entre el valor de
absorbancia obtenido para cada concentracion; con esto se determiné el 1Cso de los
complejos sintetizados, que es la concentracion a la cual se inhibe el 50% del
crecimiento de las células cancerigenas (Tabla 8) y siendo representados graficando el
%viabilidad vs el log[complejo], generando curvas de respuestas sigmoidal (Figura 53).
Comparando los valores obtenidos de los nuevos complejos, con los valores reportados
en trabajos anteriores para el dicloruro de molibdenoceno (25) en las dos lineas
celulares de cancer (Tabla 8), se puede ver que en la linea celular de cancer de mama

MCF-7, todos nuestros complejos mostraron tener actividad citotoxica en comparacién
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con el compuesto de partida que no muestra actividad (tiene efecto proliferativo), siendo
el Cp,Mo(PAA) el compuesto que mostr6 mayor citotoxicidad 0.33(x0.3) mM
seguido del Cp,Mo(L-AA) 0.81(x0.5) mM; el compuesto que mostré la menor
actividad fue el [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl, como era de esperarse debido a que este
complejo presenta un enlace muy fuerte entre el centro metélico y el azufre, lo que
impide que interaccione de alguna forma con biomoléculas presentes en las células.

En la linea celular de cancer de colon se puede ver que tres de los complejos mejoraron
en gran manera la actividad citotoxica comparados con el dicloruro de molibdenoceno,
siendo el compuesto Cp,Mo(PAA) el de mayor actividad 0.05 mM seguido por el
Cp2Mo(L-AA) y el [Cp.Mo(etil maltol)]CI, que mostraron valores de 1Csp muy

parecidos, excepto para el complejo [Cp,Mo(D-penicilamina)]Cl, quien muestra efectos

proliferativos en esta linea celular.

Efecto proliferativo 2.6(x0.3)

0.81(+0.5) 0.55(0.6)
0.33(0.3) 0.05(%0.3)

1.6(+0.2) 0.63(+0.7)

1.78(%1) Efecto proliferativo

Tabla 8. Valores de 1Cs, (MM) de los complejos sintetizados y el dicloruro de
molibdenoceno en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y de colon HT-29.
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IC50 en MCF-7

140

m [Cp2Mo(etil maltol)]Cl
w Cp2ZMo(L-AR)

m Control

B CpZMo(PAA)

m Cp2Mo[(D-penicilamina)]Cl

% viabilidad

6,00E-06
B,00E-05
1,00E-04
3,00E-04
6,00E-04
9,00E-04
1,006-03
3,00E-03

Concentracién [M]

Figura 53. Curvas de respuesta sigmoidal, del 1Cs, de los complejos sintetizados en la
linea celular de cancer de mama MCF-7.
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Figura 54. Efecto (ICs) de los complejos sintetizados en la linea celular de cancer de
colon HT-29 después de 72 horas de exposicion a la droga.
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5. Conclusiones y futuros trabajos

Se sintetizaron cuatro complejos de molibdenoceno substituyendo los cloruros por
ligandos bidentados, dando asi mayor estabilidad hidrolitica al molibdenoceno. El
reemplazo de cloruro por los ligandos 6-o-palmitoil-L-acido ascérbico, L-acido
ascorbico, etil maltol y D-penicilamina aument6 la actividad citotoxica en MCF-7
comparada con el compuesto de partida el dicloruro de molibdenoceno, quien presenta
efectos proliferativos en esta linea celular; y tres de los ligandos excepto el D-
penicilamina (efectos proliferativos), mejoraron la citotoxicidad en comparacién con el
molibdenoceno en la linea cancerosa de HT-29. Estudios electroquimicos sugieren que
existe interaccion entre todos los complejos y la ubiquitina pero, esta técnica no
discrimina que tipo de interaccion existe entre ellos, por lo que estos datos no son del
todo confiables para explicar la interaccion metal-ubiquitina existente pues, ademas de
interacciones enlazantes, hay procesos de difusion, transporte e interfase del electrodo
solido-liquido. Para esto se us6 Fluorescencia y Dicroismo circular (CD).
Espectroscopia de Fluorescencia sugiere que todos los complejos interaccionan con
ubiquitina a través de interacciones hidrofébicas y/o electrostaticas, siendo los
complejos de D-penicilamina, etil maltol y PAA los de mayor interaccion. Por otro lado
espectroscopia de CD indica que solo Cp,Mo(PAA) y [Cp.Mo(D-penicilamina)]Cl
inducen cambios estructurales y/o conformacionales entre la ubiquitina, lo que sugiere

que su interaccion es mas fuerte que para los otros complejos.

En trabajos futuros se estudiara mas a fondo la interaccion de estos complejos mediante
CD, para determinar exactamente el sitio en el cual se produce el enlace en la estructura

de la proteina; se estudiard la actividad citotoxica en lineas celulares de cancer de
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prostata y cerebro, asi como estudios in vivo de los efectos citotoxicos de éstos

complejos.
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Apéndices
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Apéndice 1. Voltamogramas ciclicos de los ligandos usados para sintetizar los nuevos

complejos en CHsCN con ([NBuy]PFg) 0.1 M como electrolito de soporte.
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Apéndice 2. Espectro electrénico UV-VIS de la titulacion de Ubiquitina, con el complejo

Cp.Mo(L-AA), a condiciones fisiologicas.
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Apéndice 3. Espectro electronico UV-VIS de la titulacion de Ubiquitina, con el complejo
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Apéndice 4. Espectro electrénico UV-VIS de la titulacion de Ubiquitina, con el complejo

[Cp.Mo(etil maltol)]CI, a condiciones fisioldgicas.
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