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Resumen

El presente estudio muestra la obtencién de cuatro nuevos complejos lantdnidos con iones Gd(III) (1), Eu(III) (2), Dy(II) (3) y
Yb(III) (4), con dos ligandos polidentados F y L para evaluar su potencial aplicacién en el contraste de imdgenes para microscopia de
fluorescencia (MF), resonancia magnética de imdgenes (RMI) y como agentes antibacterianos. Se propone que los complejos poseen
una estructura molecular en donde los ligandos quelan al centro metélico a través de los grupos -OH, -N- y -COO-, exhibiendo un
aparente nimero de coordinacién de 7. La relajatividad molar r| muestra que los cuatro complejos son capaces de acelerar el tiempo
de relajacién longitudinal Ty del agua, obteniéndose un r; de 6.45 mmol~'-L~'-s~! para el compuesto 1, el cual fue mayor que
el valor 2.25 mmol~!-L~!.s~! para el Dotarem® usado como medicamento de referencia en RMI. Los rendimientos cuanticos en
referencia a la fluoresceina fueron menores al 1 %, exhibiendo baja eficiencia en los procesos de emision de radiacién visible. Para
todos los complejos se obtuvieron constantes de estabilidad aparente (—loglk,,]) entre 21-18, siendo incluso, algunos, mejores que
algunos agentes de contraste. El complejo 2 logré inhibir el crecimiento de las cepas bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas
evaluadas con concentraciones mfnimas inhibitorias (CMIs) de hasta 250 mg-L~!, en general los altos CIMs sugirieron que los
complejos obtenidos podrian tener una potencial aplicacioén en contraste celular procariota por fluorescencia. Finalmente, se confirmé
que los complejos obtenidos logran unirse a las hebras del ADN a través de un posible mecanismo de intercalacion.

Palabras clave: Ligando polidentado, lones lantdnidos, Agente de contraste, Resonancia magnética nuclear, Microscopia de
fluorescencia.

Abstract

This work shows the synthesis of four new lanthanide complexes of Gd(III) (1), Eu(IIl) (2), Dy(III) (3) and Yb(III) (4) ions, using
two polydentate ligands F and L in order to evaluate their potential application on the contrast-imaging by fluorescence microscopy
(MF), nuclear magnetic resonance (RMI) and as antibacterial agents. We propose a structure where both ligands are bound to the
metal centre through -OH, -N- and -COO- groups, exhibiting an apparent coordination number of 7. Moreover, r1 molar relaxivities
obtained demonstrates that all the complexes had the capability to accelerate longitudinal relaxation times (T;) of water, with a r;
value of 6.45 mmol~!-L~!.s~! for compound 1, which was higher than r1 of 2.25 mmol~!-L~!-s~! corresponding to commercial
drug Dotarem® employed for RMI. Furthermore, all quantum yields of fluorescence, in reference to fluorescein, where lower than
1 %, showing a poor performance in emission processes of visible radiation. Stability constants determined as (—log[k,,]) were
between 21 and 18, being even better than some contrast agents. Compound 2 managed to inhibit the growth of Gram-positive and
Gram-negative bacterial strains evaluated with minimum inhibitory concentrations (MICs) of up to 250 mg-L ™, in general the high
MICs suggested that the complexes obtained could have a potential application in prokaryotic cell fluorescence contrast. Finally,
DNA binding experiments showed that all complexes had the capability to bind DNA strands by a possible intercalation mechanism.
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1 Introduccion

La obtencién de imdgenes in vivo se ha convertido
en un drea de mucha importancia en el campo de la
medicina [1]. En la actualidad, aproximadamente
el 30 % de los pacientes que son sometidos a
procedimientos de adquisicién de imédgenes por
resonancia magnética nuclear (RMI) u otras técnicas,
son inyectados con medicamentos para contrastar
sectores del cuerpo cuyas imdgenes no son claras,
acentuando la importancia y preferencia por el uso
de técnicas teragnosticas [2].

Los agentes de contraste, que en su estructura
quimica tienen iones lantanidos, son los mas usados
en la mayoria de las técnicas de imagenologia
clinica. Desde la salida del Magnevist® (Gd-DTPA
dimeglumina) en 1988, un agente de contraste usado
para RMI, se han encontrado diferentes efectos
secundarios por su uso, entre los cuales se destaca la
fibrosis sistémica nefrogénica (FSN), una enfermedad
relacionada con la acumulacién de gadolinio en
pacientes con deficiencias renales y que fue detectada
por primera vez en el 2006 [3]; adicionalmente, uno
de los principales efectos del uso de agentes de
contraste ha sido la retencién de metales pesados en el
sistema nervioso central y 6seo [3]. Asi, este tipo de
complicaciones reduce atin més el nimero de pacientes
viables para el suministro de este tipo de compuestos
con el fin de esclarecer un determinado diagndstico.
Actualmente se siguen usando, mayoritariamente, los
mismos compuestos que fueron descubiertos entre
1988 y 1995, con tan sélo algunos pocos aprobados
para uso clinico [3]. Por lo cual, los efectos
secundarios siguen presentes y son considerados como
efectos colaterales que los pacientes actualmente deben
aceptar como contraindicaciones.
complejos lantdnidos més usados se encuentran el
dcido gadotérico (GADOTA) y el 4cido gadopentético
(GdDTPA), ligandos multidentados macrociclico y
lineal respectivamente, de altos costos de produccién
debido a sus bajos rendimientos de obtencién [1]. Las
estabilidades que proveen los ligantes polidentados
vienen de la mano del cardcter oxéfilo de los
metales lantdnidos, de tal manera que siempre se
han empleado grupos carboxilatos, fosfatos y éteres
de corona modificados como puntos de coordinacion
fundamentales [2].

Dentro de los

Por tal motivo, el desarrollo de nuevos agentes de
contraste con iones lantanidos (I1I) sigue siendo un
drea de investigacion ain muy activa [4], en donde la
obtencién de moléculas con mayores relajatividades
molares, mayor estabilidad termodindmica-cinética
y mayores rendimientos cudnticos, son necesarios
para dar solucién a los principales retos a bordar,
como las altas dosis, la acumulacién de metales en el
sistema 6seo y las afectaciones renales provocadas
en pacientes con cuadros clinicos complejos [1].

Los ligandos flexibles han mostrado ser promiso-
rios para el mejoramiento de los pardmetros
modulables de diferentes agentes de contraste [5]. El
acido gadopentético y gadotérico presentan ligando
relativamente flexibles (ver figura 1), sin embargo,
la mayor adaptabilidad al radio idnico de los
metales en diferentes condiciones fisioldgicas puede
incrementar la estabilidad termodindmica y cinética,
disminuyendo los efectos adversos de los actuales
agentes [6].

(b)

Acido
gadopentético y (b). Acido gadotérico (esferas amarillas

= Gd; esferas grises = C; esferas azules = N; esferas
rojas = O) [5].

Figura 1. Estructura cristalina de (a).
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Adicionalmente, los agentes de contraste multi-
modales (compuestos ttiles para diferentes técnicas
de imagenologia en simultdneo) son bastante llama-
tivos, ya que se pueden generar miltiples imdgenes
con una sola dosis suministrada, disminuyendo
el uso de mds agentes y complementando el
diagnéstico clinico [6].

En consecuencia, en el presente trabajo de
investigacién, se presenta la sintesis de nuevos
complejos lantdnidos con ligandos polidentados
flexibles, la evaluacién de su potencial aplicacién
en el diagndstico clinico como agentes de contraste
moleculares para RMI y la evaluacién de su actividad
bioldgica contra cepas bacterianas, para determinar
su uso como agentes de contraste dptico celular.

2 Materiales y métodos
2.1 Reactivos

Los reactivos empleados para las sintesis y los
ensayos fueron adquiridos de las casas comerciales
Sigma Aldrich, Alfa Aesar y Merck Millipore, no se
realizé ningun tipo de purificacién previa a su uso.
Todos los solventes fueron usados en grado analitico.
El agente Dotarem® fue adquirido del proveedor RX
S.A como farmaco comercial para radiologia.

2.2 Equipos

Los espectros infrarrojos fueron tomados entre
4000-600 cm~! en un equipo Shimadzu Affinity-
1 (FT-IR) mediante reflectancia totalmente atenuada
(ATR), para la zona inorgénica entre los 600-250
cm~! se usé un espectrofotémetro Thermo Scientific
NICOLET 6700 (FT-IR) mediante la técnica de
pastilla de KBr. La determinacion del porcentaje
de iones lantdnidos se realiz6 mediante titulacién
colorimétrica con naranja de xilenol, empleando un
espectrofotdmetro UV-visible Evolution 220 Thermo
Scientific con accesorio Peltier de mono celda para

el control de la temperatura [7]. Los puntos de fusion
fueron determinados usando un equipo automatico
OptiMelt MPA100. Las conductividades molares
de los complejos lantdnidos fueron determinadas
con el uso de un conductimetro Orion™ 1318.
Los rendimientos cudnticos de fluorescencia de los
compuestos fueron determinados con el uso de

un espectrofluorimetro JASCO FP-8500 utilizando
fluoresceina como patrén. Los espectros 'H RMN
y 1BC RMN fueron tomados en Cloroformo-d;
y DMSO-dg a 25 °C en un espectrofotémetro
Bruker Ultrashield Avance II 400 operando a
400 MHz, los desplazamientos quimicos (&) son
reportados en unidades de ppm, respecto al patrén
TMS. La completa asignacién de todas las sefiales
RMN de los nuevos compuestos se apoyd en el
analisis de los espectros bidimensionales obtenidos
a través de las técnicas HMBC y HSQC; el mismo
equipo fue empleado para la determinacién de las
relajatividades molares de los complejos obtenidos,
usando la secuencia “recuperaciéon de saturacién”
con una intensidad de campo de 9 T a 300 K.
Los andlisis térmicos se llevaron a cabo en un
dispositivo TGA 550 TA Instruments en atmésfera
de nitrégeno con rampa de temperatura de 5 °C/min.
Los espectros de masas fueron tomados en un
equipo Shimadzu-GCMS-QP2010 con ionizador por
impacto electrénico a 70 eV.

2.3 Sintesis de ligandos

Se sintetizaron dos ligandos polidentados lineales
para evaluar el efecto de la flexibilidad, el nimero
de coordinacion y presencia de fluoréforo en los
pardmetros importantes de contraste.

2.3.1 Sintesis del ligando dietil 2,2’-(butano-1,4-
dilbis((2-hidroxibencil)azanedil) )diacetato

La ruta sintética del ligando L se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Ruta sintética empleada para el ligando L.

Se realizé una mezcla de 2 mL de salicilaldehido
(19.2 mmol) y 960 uL de 1,4-diaminobutano (9.6
mmol) en un erlenmeyer que contenia 2 mL de
metanol. La solucién resultante se llevé a sonicacion
por 1 hora a 25 °C; después de este tiempo, el
sistema fue enfriado a 4 °C por 30 minutos y el
s6lido fue filtrado y lavado, con 100 mL de una
mezcla fria 1:1 metanol:agua y con 50 mL de
metanol frio. El compuesto fue identificado como
N,N’-bis(saliciliden)-1, 4-butanodiamina (SBS) con
un punto de fusién de 88 °C - 89 °C préximo al
reportado en la literatura [8], con un rendimiento del
90 %.

Posteriormente, 2490 g (8.4 mmol) de SBS fueron
sometidos a reduccién con borohidruro de sodio
0.673 g (17.8 mmol) en metanol. Se observé
efervescencia inmediata al agregarse el borohidruro
de sodio a la solucion metandlica de SBS; la mezcla
se agité a 35 °C por 1 hora, tiempo en el que la

solucién dejé de efervescer y se torné incolora.

Se agregd agua fria al sistema para promover la
precipitaciéon del compuesto reducido SBSR, el
sistema fue enfriado a 4 °C por 30 minutos y el sélido
fue filtrado y lavado con 100 mL de una mezcla fria
1:1 metanol:agua y con 50 mL de metanol frio. El

compuesto fue identificado a través del punto de
fusién y los espectros RMN proténico e infrarrojo en
comparacién con reportes previos [8]. Polvo blanco
(rendimiento: 70 %). p.f.: 118-119 °C. IR (ATR
cm~): v 3286 d, 2931 d, 2902 d, 2850 d, 2813 m,
1597 m, 1452 m, 1395 m, 1380 m, 1337 m, 1272 m,
1252 m, 1238 m, 1192 m, 1163 m, 1113 m, 1091 m,
1040 m, 997 m, 975 d, 939 , 866 m, 839 m, 751 f,
721 m. 'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): § (ppm) 1.63
(q,J =3.3 Hz, 4H, H9), 2.72 (t, / = 6.0Hz, 4H, H8),
4.02 (s, 4H, H6), 6.81 (td, J = 7.4 Hz, 1.2 Hz, 2H,
H4), 6.86 (dd, J/ = 8.2 Hz, 1.1 Hz, 2H, H2), 7.01 (dd,
J=7.4Hz, 1.6 Hz, 2H, H5), 7.2 (td, / = 7.8 Hz, 1.7
Hz, 2H, H3).

Se dispuso en un balén de dos bocas 1.502 g (5.0
mmol) de SBSR, 10.1 g (73.1 mmol) de carbonato de
potasio seco y 50 mL de acetonitrilo seco. El sistema
se dejo a reflujo por 1 hora y posteriormente se
agregaron 0.830 g (5.0 mmol) de yoduro de potasio
seco junto con 1.11 mL (10.4 mmol) de cloroacetato
de etilo. El sistema continud en reflujo por otras
18 horas. Una vez terminado el tiempo de reaccion,
se filtraron los sélidos inorgdnicos insolubles y el
solvente fue removido con evaporacién a presion
reducida. El sélido obtenido del crudo de reaccién
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tuvo un color amarillo palido y fue recristalizado
en metanol. Cristales incoloros (rendimiento: 65
%). Ca6H36N20g. p.f.: 250-251 °C. IR (pastilla KBr
cm™1): v 3285 d, 3050 m, 2982 m, 2954 m, 2926
m, 2909 m, 2858 m, 1738 f, 1615 m, 1587 £, 1509
m, 1492 f, 1458 m, 1424 m, 1374 m, 1313 m, 1274
m, 1246 m, 1190 m, 1122 m, 1094 m, 1033 f, 987
f, 948 f, 936 m, 892 m, 869 m, 853 f, 808 d, 774
m, 752 f, 713 m, 662 d, 629 d, 589 d, 500 m, 450 f,
400 m, 320 f, 300 m, 281 f. '"H-RMN (CDCls, 400
MHz): é (ppm) 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 6H, H9), 1.49
(q ancho, 4H, H11), 2.53 (t ancho, 4H, H10), 3.31 (s,
4H, H6), 3.79 (s, 4H, H7), 4.18 (¢, J = 7.1 Hz, 4H,
HR8), 6.76 (td, J = 7.4 Hz, 0.7 Hz, 2H, H4), 6,83 (d,

2 @O 65 °C
Reflujo 12 h
HO OH
Metanol
+
.NH
H,N" 2

X, N
o)
HO OH

J = 8.0 Hz, 2H, H2), 6.95 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H5),
7.17 (td, J = 7.7 Hz, 0.8 Hz, 2H, H3), 10.02 (s, 2H,
H1). C-RMN (CDCls, 100 MHz): § 14.3 (C9),
24.3 (C11), 53.2 (C10), 54.5 (C6), 58.2 (C7), 61.2
(C8), 116.4 (C2), 119.3 (C4), 121.8 (C13), 129.1
(C3), 129.2 (C5), 157.7 (C12) 170.8 (C14). EM (IE,
70 eV): m/z 472 [M+].

2.3.2  Sintesis del ligando 4,4’-((1E, 1 ’E)-hidracin-
1,2-dilidenbis(metanoiliden))bis(bencen-
1,3-diol)

El segundo ligando, se sintetizé como fluoréforo F,
cuya sintesis se resume en la figura 3.

HO OH

S

Figura 3. Sintesis de fluoréforo F.

0.525 g (3.6 mmol) de 2.4-dihidroxibenzaldehido
y 0.20 mL (4.1 mmol) de hidrazina monohidratada
se llevaron a reflujo en 20 mL de metanol por 12
horas. Una vez finalizada la reaccion, confirmada
por cromatografia de placa delgada, se agregaron
50 mL de agua fria para inducir precipitacién de
la azina del 2,4-dihidroxibenzaldehido (F) de color
amarillo; el sélido fue lavado con 20 mL de una
mezcla fria 1:1 metanol:agua. El compuesto se
identificé a través de espectrometria de masas, en
donde se observo el ion molecular a m/z 272 [M+] con
fragmentos caracteristicos (ver material suplementario).
El rendimiento obtenido fue del 50 %. C14H;2N>O4.
IR (ATR cm™!): v 3498 d, 3220 d, 1612 f, 1580 m,
1508 m, 1445 m, 1310 m, 1248 m, 1212 m, 1176 m,
1118 m, 985 m, 850 m, 781 m, 745 m, 682 m, 646 m,
568 m. Los resultados de la caracterizacién son acordes
a lo reportado en investigaciones previas [9, 10].

2.4 Sintesis de complejos lantanidos

Cuatro complejos lantdnidos de con iones Gd(III),
Eu(IlI), Dy(IIl) e Yb(II) fueron sintetizados a partir
de los ligandos obtenidos. La ruta sintética para la

obtencién de los cuatro complejos se muestra en la
figura 4.

Se disolvieron 0.378 g (0.8 mmol) de L en 100 mL.
de 4cido sulfirico 0.5 mol.L~! (50 mmol) y se dejé
a reflujo a 100 °C por 2 horas. Posteriormente, se
dej6 enfriar el sistema a 50 °C ajustando el pH a 7.0
con hidréxido de sodio 1.0 mol.L~!. A esta solucién
se adiciond lentamente el respectivo tricloruro de
lantanido (0.297 g GdCls; 0.293 g EuCls; 0.302 g
DyCls y 0.310 g YbCl3) (0.8 mmol). Finalmente, se
agregaron 10 mL de una solucién metandlica 0.08
mol.L~! de F (0,8 mmol) agitando el sistema por 3
horas. En todos los casos, después de concentrar la
solucién hasta 10 mL aproximadamente, se observé
un precipitado el cudl fue filtrado. El s6lido obtenido
fue lavado con una solucién hexano:metanol 60:40
frio y secado al aire libre.

1; polvo amarillo claro (rendimiento: 25 %).
C37H37N40,0Gd, porcentaje de gadolinio Gd 17.65
+ 0.8 (calc. 18.7) %. p.f. > 300 °C. IR (ATR
em™M): v 3518 d, 3465 d, 3207 d, 2984 d, 2932 d,
2890 d, 1725 £, 1611 £, 1586 m, 1509 m, 1446 f,
1328 m, 1308 m, 1254 m, 1214 m, 1174 m, 1121
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OH
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3 \/\/\N
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HO
OH

In situ

HO OH
' 4'
HO OH

1 X 3

Ln%* = Gd®*, Eu*, Yb3*, Dyt

Figura 4. Sintesis de complejos lantdnidos LnLF con Ln = Gd (1), Eu (2), Dy (3) e Yb (4).

m, 974 m, 843 m, 775 m, 684 m, 642 m. 'H-RMN
(DMSO-dg, 400 MHz): 6 1.54 (s, ancho, H8), 2.52
(s, ancho, H7), 2.94 (s, ancho, H6), 6.16 (s, ancho,
2H, H6’), 6.25 (s, ancho, 2H, H2’), 6.74 (m, ancho,
H1 y H3), 7.13 (m, ancho, H4), 7,22 (d, J = 6.8
Hz, 2H, H5’), 7.37 (m, ancho, H2), 8.53 (s, ancho,
2H, H4’), 9.59 (s, ancho, H1’). A (DMSO, 28 °C)
(Q~'.cm?.mol~"): 59.6.

2; polvo amarillo claro (rendimiento: 30 %).
C37H37N400Eu, porcentaje de europio Eu 19.18 £
0.8 (calc. 18.1) %. p.f. > 300 °C. IR (ATR cm™'): v
3478 d, 3203 d, 3030 d, 2939 d, 2017 d, 1917 m, 1896
m, 1754 £, 1722 £, 1695 m, 1624 m, 1588 m, 1455
m, 1393 m, 1317 m, 1276 m, 1250 m, 1194 m, 1122
m, 979 m, 892 m, 845 m, 764 m, 687 d, 651 d, 651
d, 543 d. '"H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz): § 1.73
(s, ancho, 4H, HS8), 3.13 (s, ancho, 4H, H7), 3.91 (s,
ancho, 4H, H6), 6.37 (m, ancho, H2’ y H6), 6.89 (t,
J=71.18 Hz, 2H, H1), 6.93 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H3),
7.32 (m, ancho, 4H, H2 y H4), 7,51 (m, ancho, HS’),
8.78 (d,J = 7.1 Hz, 2H, H4"), 9.77 (s, ancho, H1").A
(DMSO, 28 °C) (@ '.cm?.mol1): 65.1.

3; polvo amarillo claro (rendimiento: 37 %).
C37H37N401oDy, porcentaje de disprosio Dy 19.48 4
0.6 (calc. 19.1) %. p.f. > 300 °C. IR (ATR cm ) v
3452 d, 3181 d, 2873 d, 1711 f, 1611 £, 1590 m, 1512
m, 1449 m, 1324 m, 1308 m, 1252 m, 1209 m, 1183 m,
1173 m, 1121 m, 981 m, 959 m, 938 m, 831 m, 803 m,
777 m, 745 m, 683 d, 646 d. "H-RMN (DMSO-dg, 400
MHz): § 1.70 (s, ancho, 4H, HS8), 3.1 (s, ancho, 4H,
H7), 3.90 (s, ancho, 4H, H6), 6.40 (m, ancho, 4H, H2’
y H6’), 6.84 (s ancho, 2H, H1), 6.90 (d, J/ = 6.4 Hz, 2H,
H3), 7.27 (m, ancho, 4H, H2 y H4), 7,50 (s, ancho, 2H,
HS5), 8.77 (s, ancho, 2H, H4’), 9.66 (s, ancho, H1). A
(DMSO, 28 °C) (Q~!.cm?mol!): 62.4.

4; polvo amarillo claro (rendimiento: 36 %). C37Hz7N4
O10Yb, porcentaje de iterbio Yb 21.3 + 0.6 (calc.
20.2)%. p.f. > 300 °C. IR (ATR cm™'): v 3489 d,
3209 d, 2823 d, 1674 f, 1615 £, 1589 m, 1535 d, 1509
d, 1446 m, 1326 m, 1310 m, 1254 m, 1212m, 1176
d, 1123 m, 978 m, 951 m, 847 m, 800 m, 775 m, 748
m, 722 m, 686 m, 649 m. 'H-RMN (DMSO-dg, 400
MHz): 6 1.72 (s, 4H, H), 3.13 (s, 4H, H7), 3.90 (s,
4H, HS), 4.34 (s, 4H, H6), 6.44 (m, ancho, 4H, H-2’
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y H6), 6.87 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H1), 6.92 (s, J = 8.1 .
Hz, 2H, H3), 7,30 (m, ancho, 4H, H2 y H4), 7.54 (m, W
ancho, 2H, H5), 8.80 (s, 2H, H4’), 9.76 (s, ancho, H1"). ——
A (DMSO, 28 °C) (' .cm?.mol1): 56.9. Gz

. . I=A1-A —A
2.5 Determinacién de parametros de contraste il 2 exp(=457)]

Figura 5. Secuencia “recuperacion de saturacion” para
determinacion de tiempos de relajacion del agua (77) y
ecuacion de ajuste para cédlculo de A3 =1/T [11].

2.5.1 Relajatividad molar

La determinacién de las relajatividades molares de
los complejos lantdnidos se llevd a cabo en un
espectrofotémetro Bruker Ultrashield Avance II 400
operando a 400 MHz y con intensidad de campo de 9 T

a 300 K. Se us6 el medicamento DOTAREM® como
agente de contraste de referencia en los estudios. La
secuencia empleada para el ensayo es mostrada en la
figura 5.

Se realiz6 el cdlculo de T; para cada concentracion
presentada en la tabla 1, variando el pardmetro (d7)
tiempo de adquisicién en 0 s, 0.25s,0.50s, 15, 1.5
$,2.08,4.05,6.0sy8.0s.

Tabla 1. Concentraciones empleadas para la determinacién de relajatividades molares.

Compuesto B B B _ 7 B
— Agua DOTAREM® (umol.L™!) L (umolL™') 1 (umolL™!) 2 (umolL~!) 3 (umolL™!) 4 (umolL1)
Concentracion

1 Puro (Agua tipo I) 16.6 25.8 12.6 11.9 11.9 11.9
2 32.9 51.3 25.0 23.7 23.7 23.7
3 49.0 76.5 37.3 35.3 35.3 35.3
4 64.9 101.3 49.4 46.8 46.8 46.8
5 80.6 125.8 61.3 58.1 58.1 58.1
6 96.2 150.0 73.1 69.2 69.2 69.2

Las disoluciones fueron preparadas en 400 uL

agua tipo I con 50 pL. de agua deuterada (D,0).

Posteriormente se realizé la gréfica de 1/T1 vs
concentracién de compuesto para determinar la
relajatividad molar como la pendiente de la regresion
lineal de los datos.

2.5.2 Rendimiento cudntico

Se determinaron los rendimientos cudnticos de los
cuatro complejos lantdnidos y el fluoréforo F. Se
usé el espectrofluorimetro JASCO FP-8500 para
la adquisicién de los espectros de emisién y el
espectrofotometro UV-visible Evolution 220 Thermo

Scientific para la toma de los espectros de absorcion.

Para cada compuesto se tomaron espectros de
absorcion de siete disoluciones de concentracion
variable de tal manera que las absorbancias variaron
entre 0 y 0.1 unidades, evitando el fenémeno de
autoabsorciéon al momento de adquisicion de los
espectros de emisién. Los resultados de rendimiento
cudntico se expresan como relacién de pendientes de

las gréficas de emision integrada vs absorbancia de
los compuestos sobre el patrén, a su vez multiplicado
por el rendimiento cudntico del mismo, como indica
la ecuacion 1 [12].

(Gradiente], n%, )
Gradiente| [y —

El patrén usado para estos experimentos fue
fluoresceina en hidréxido de sodio 0.1 mol.L~!, cuyo
rendimiento cudntico es 0.79 [8] y se empled una
longitud de onda de excitacién de 370 nm.

¢x = (Ppatrén [

patron

2.5.3 Estabilidad termodindmica preliminar

La estabilidad termodindmica preliminar de los
complejos se determind a partir de la constante de
equilibrio aparente de disoluciones 0.5 mol.L~! de los
complejos lantdnidos y el medicamento de referencia,
tras su incubacién por 72 horas a 37 °C. Para ello
se empled la cuantificacién de lantdnidos libres por
método colorimétrico usando naranja de xilenol. Se
prepararon curvas de calibracién para cada metal desde
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1.0 umol.L~! hasta 5.0 umol.L~! usando el respectivo
tricloruro de lantanido como patrén. Las muestras y
curvas para lectura en el espectrofotémetro UV-visible
Evolution 220 Thermo Scientific se prepararon en
buffer de hexametilentetramina 50 mmol.L~! ajustado
apH 7.0, el cual se empleé como solvente para preparar
una solucién de naranja de Xilenol 1.2 %. Las lecturas
fueron tomadas por triplicado. Las constantes de
equilibrio aparente (k,;,) fueron calculadas a través de
la ecuacién 2.

L+

k,, = 2
" LnLF), — [Ln) @

En donde k., es la constante de equilibrio
aparente; [Ln3*] es la concentracién de lantdnido
libre y [LnLF]; es la concentracién de complejo
inicial.

2.6 Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana

La determinacién de la susceptibilidad antimicro-
biana fue llevada a cabo mediante la obtencién de
las concentraciones minimas inhibitorias (CMlIs),
siguiendo técnicas de microdilucién estandar [13,
14]. Los complejos lantdnidos y el ligando L
fueron evaluados en seis cepas bacterianas ATCC, 3
Gram-positivas y 3 Gram-negativas: ATCC 25923
(Staphylococcus aureus), ATCC 10876 (Bacillus
cereus), ATCC 19115 (Listeria monocytogenes),
ATCC 25922 (Escherichia coli), ATCC 14028
(Salmonella typhimurium) y ATCC 27583 (Pseu-
domonas aeruginosa). Las microdiluciones se
realizaron en placas de 96 pocillos partiendo de
disoluciones 2000 mg.L~! de los compuestos en
caldo Muller-Hinton (CMH). Se llené cada columna
de la placa con 100 L. de CMH vy se realiz6 la
dilucién con 100 pL de disolucién de compuesto,
pasando 100 pL de nueva disolucién a la siguiente
columna de la placa hasta la columna 11, finalmente
se adicionaron 100 uL de inocuo bacteriano para
completar los volimenes hasta 200 pL. El rango de
concentracién evaluado estuvo entre 1000 mg.L~!
y 2 mg.L~!. El control negativo empleado fue
CMH en ausencia de bacteria (primera columna de
la placa) y el control positivo fue CMH con sélo
inocuo de bacteria (dltima columna de la placa). Se
utilizé ciprofloxacino clorhidrato como control de

medicamento y nitrato de plata como referencia de
inhibicién.

2.7 Ensayos de interaccion con el ADN

Se realiz6 una resuspension en agua tipo I de ADN,
para preparar una disolucién de concentracién 6820
umol.L~! en pares de bases, la cual fue determinada
usando 6600 cm~!.mol~!.L como coeficiente de
extinciéon molar y la absorbancia a 260 nm. Se
obtuvo una relacién de absorbancias A260/A280
de 1.88, indicando que el 4cido nucleico preparado
estaba libre de ARN y proteinas. Esta solucion
madre siempre se mantuvo almacenada a -5 °C.

2.7.1 Ensayos de absorcion electronica (UV-Vis)

Los espectros de absorcién fueron medidos en
el espectrofotémetro UV-visible Evolution 220
Thermo Scientific con accesorio Peltier para control
de temperatura. Las titulaciones fotométricas se
realizaron a una temperatura de 20 °C, a una
concentracion constante del compuesto y con adicion
de ADN cubriendo un rango desde 5 umol.L~! a
38 umol.L~!. Las concentraciones del compuesto
empleado para cada ensayo fueron L (42 pmol.L™1),
F (37 pmol.L™1), 1 (25 umol.L™1), 2 (24 pmol.L™1),
3 (23 umol.L™") y 4 (20 umol.L~"). Tras la adicién
de cada alicuota de ADN, se tom¢ el respectivo
espectro electrénico del compuesto estudiado en
un rango de longitudes de onda de 230-550 nm
con previa correccién de blanco. Para el cédlculo
de las constantes de unidn, se ajustaron los datos
obtenidos a la ecuacidon de Wolfe-Shimmer descrita
en la ecuacion 3.
[ADN] 1

ADN
ADN] _ + 3)
& —&f & —&f Kb(Eb—8f>

En donde [ADN] es la concentracion de ADN
agregado, €a es el coeficiente de extincién molar
aparente, €b es el coeficiente de extincion molar
totalmente unido y &f es el coeficiente de extincién
molar del compuesto libre.

2.7.2 Mediciones de viscosidad

La viscosidad de seis soluciones de ADN a concen-
tracioén de 600 umol.Lfl, con concentraciones incre-
mentales de compuesto, fueron medidas con el uso
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de un semi-micro viscosimetro Cannon-Ubbelohde
75. Se evaluaron relaciones [ADN]/[Compuesto] de
0, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0, manteniendo control de
temperatura a 25 °C en un bafio termostatizado. Los

tiempos de flujo fueron medidos con un crondémetro.

3 Resultados y discusion
3.1 Analisis estructural
3.1.1 Espectroscopia de infrarrojo

La sintesis de los ligandos fue seguida a través
de espectroscopia IR junto con la medicién de
algunos pardmetros fisicos para la confirmacién
de la estructura propuesta. Para el caso de L, se
vigilé el avance de las reacciones teniendo en cuenta
la presencia y ausencia de bandas caracteristicas
modificadas durante el esquema de sintesis. Las
figura 6a y figura 6b muestran el seguimiento de las
bandas caracteristicas de cada compuesto intermedio

a)

100 4
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80

% Transmitancia

70 4

St A e
et gt

para cada paso descrito en la figura 2.

El ensanchamiento de la banda de tensién
absorcién de los grupos O-H aromaticos a 3300
cm™!, que ocurre al pasar del compuesto SBSR a L
y que estd ausente en LNa (compuesto hidrolizado
por base) es la principal observacién. Esta banda
también se encuentra ausente en los espectros
infrarrojos de todos los complejos, evidencidndose
la tensién del grupo O-H del fluoréforo F. La
desaparicién de las dos bandas de tensién simétrica
y asimétrica del enlace C-O-C caracteristica de L
en los demds espectros indica la efectiva hidrdlisis
del éster, ademas del desplazamiento de la banda
de tensién del grupo carbonilo C=0O hacia menor
energia por disminucién de efecto de resonancia ante
la ausencia del grupo etilo. La comparacion de los
desplazamientos de las bandas caracteristicas entre
ligandos y el complejo se resumen en la tabla 2.
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Seguimiento de esquema sintético de L por espectroscopia IR.
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Tabla 2. Bandas caracteristicas de compuestos obtenidos.

Compuesto ~ vO-H(j) (cm™!)  vO-H(y (em™')  vC=N(em ') vC=O(ecm ') vC-O-C(em™')  vC-H (alifitico) (cm™")
L 3285 - - 1738 1190 (as); 1033 (s) 3000-2850
F 3220 3498 1612 - - -
1 3207 3518 1611 1725 - 2985-2890
2 3203 3478 1624 1722 - 3030-2870
3 3181 3452 1611 1711 - 2873
4 3209 3489 1615 1674 - 2823

El posible modo de unién de los grupos carboxilo
del ligando L hidrolizado hacia los centros metélicos,
puede proponerse al analizar la diferencia de las
frecuencias de tensién simétrica y asimétrica del
enlace O-C-O. En la tabla 3 se resumen las
frecuencias a evaluar junto con las diferencias entre
ellas.

Tabla 3. Diferencias entre bandas de tension simétrica
y asimétrica del enlace O-C-O.

Compuesto VO-C-Ogsim vO-C-Ogiimy Av(COO™)*
(em™1) (em™1) (em™1)
1 1586 1328 258
2 1588 1317 271
3 1590 1324 273
4 1589 1326 263

*AV =V O-C-Oggimm - V O-C-Oy;yyy

Para el caso de los complejos lantdnidos, se
observé que la diferencias en frecuencias son
mayores a 200 cm~!, sugiriendo una posible
coordinacién monodentada por parte los grupos
carboxilatos del ligando L hidrolizado [14, 15].

De la tabla 2 se puede apreciar que, para las
frecuencias de vibracién de tension de los grupos O-
H, se conserva tnicamente la frecuencia de vibracion
correspondiente al fluor6foro F (v O-H(,)) en los
complejos lantdnidos, ademds de observarse un
desplazamiento de aproximadamente 20 cm~! en
la banda de tensién del O-H adyacente al carbono
ipso (v O-H(y)) que denota la posible coordinacion a
través de uno los O-H de los anillos bencénicos. En
adicién, no se observa desplazamiento significativo
en las energias del enlace imino del fluoréforo F, in-
dicando, probablemente, que el grupo azometino de
la molécula no esta participando en la coordinacion
[16].

3.1.2 Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear

El ligando L mostré las sefiales esperadas para la
estructura propuesta, se diferencia de su posible
contraparte sustituida en la posicién 1 por el
desplazamiento quimico, que en este caso es de
10.02 ppm, caracteristica de un protén en el grupo
O-H aromadtico. En campo alto se observaron las
sefiales de los protones aliféticos, correspondientes
a los hidrégenos H9, H11, H10, H6, H7 y H8; los
hidrégenos H9 y H8 se observaron como triplete
que integra para seis hidrégenos y cuartete que
integra para cuatro hidrégenos, respectivamente;
los cuales se acoplan con constante J = 7.1 Hz;
H6, H7 se observan como singletes que integran
para cuatro hidrégenos, denotando la ausencia
de protones adyacentes no equivalentes; H10 y
HI11 se encuentran como dos sefiales anchas sin
resolucién de acople, aunque se alcanza a observar
que H11 pretende ser un quintete y H10 un triplete
(ver material suplementario). En campo bajo se
lograron observar las sefiales correspondientes a
los hidrégenos aromaticos y aquellos enlazados a
heterodtomos; los dobletes H2 y H5 que integran
para dos protones se diferencian en que H2 se
encuentra mas protegido por efecto de resonancia
del grupo OH bencénico, lo que hace que su
desplazamiento quimico sea a campo mads alto
respecto a HS; los tripletes H3 y H4 que integran
para dos protones cada uno, se logran diferenciar
por el mismo efecto de resonancia, haciendo que la
posicién para respecto al grupo OH (protones H4) se
proteja mas y la sefial se ubique a un desplazamiento
quimico de mayor campo. Finalmente, para la region
aromética s6lo se observé acople meta entre los
protones H3 y H5 y entre H2 y H4, con magnitudes
de J=0.8 Hz y 0.7 Hz, respectivamente. El espectro
RMN 'H de L con seiiales asignadas se muestra en
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Figura 7. Espectro RMN 'H del ligando L.

Para los complejos lantanidos, se observé la
ausencia de las sefiales H9 y HS, indicando la
hidrdlisis efectiva del ligando L, ademds se encuen-
tran las sefiales aromaticas del fluoréforo F y de
algunos hidrégenos de heteroatomos, confirmando
el anclaje de F al centro metélico. En adicién, las
sefiales se encuentran ensanchadas y modificadas
en magnitud por el efecto paramagnético de los
centros metdlicos [17]; se presentaron también en
general, desplazamientos hacia campo bajo, de
las sefiales aromaticas correspondientes al ligando
L hidrolizado y OH del fluoréforo F, indicando
la posible coordinacién a través de los grupos
carboxilato e hidroxilo. La desaparicion de la sefial
del protén H-3’ del ligando F en todos los complejos
indica la probable naturaleza intercambiable del
protén en el grupo —OH coordinante, que en este
caso podria ser el —-OH en posicién orfo. En la
informacién suplementaria se muestra el espectro
'"H-RMN del ligando F.
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De manera representativa, en la figura 8, se muestra
el espectro "H-RMN del complejo 4 con la asignacién
de sefiales, se realiza de manera similar para los
complejos 1, 2 y 3 (ver material suplementario). Un
aspecto particular de los espectros de los complejos, es
el efecto del paramagnetismo del nicleo metélico en
las sefiales de los ligandos. Se observa una disminucién
de las sefales en los complejos mas paramagnéticos
(1 y 2) y un menor efecto en los complejos menos
paramagnéticos 3 y 4.

3.2 Analisis fisicos
3.2.1 Espectrometria de masas

Para los ligandos L y F se adquirieron espectros de
masas que corroboraron la estructura propuesta.
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Figura 9. Espectro de masas de L.

En la figura 9 se muestran los fragmentos
caracteristicos de L; se observé un fragmento
caracteristico, ademas del ion molecular a m/z =
472, que distingue la sustitucion en NH en lugar del
OH en el paso de SBSR mostrado en la figura 2, es
el fragmento a m/z = 365, que indica la ruptura del
enlace N-C6, ademads de la generacién del fragmento
m/z = 107 de alta intensidad que corresponde al
fragmento fendlico sin sustitucion.

En el caso del ligando F (ver material suple-
mentario), el espectro de masas también presenta
fragmentos caracteristicos de compuesto, ademads
del ion molecular con alta intensidad en m/z 272.
Los iones de mayor intensidad corresponden a los
fragmentos generados por la pérdida de un OH (m/z
= 255), ruptura del enlace entre carbono ipso y C4’
(m/z = 109), ruptura de enlace imino (m/z = 122) y
ruptura simétrica del enlace N-N (m/z = 136, 137 y
138).
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Los puntos de fusién encontrados para todos
los compuestos fueron altos, para el caso de los
complejos lantanidos, todos superaron los 300 °C;
los andlisis de conductividad molar muestran que
podrian presentarse como compuestos idnicos, ya
que los valores de conductividad superan los
50 @ '.cm?.mol~!, siendo similares a aquellos
obtenidos para el yoduro de potasio en DMSO en
condiciones similares [18, 19]. Es probable que los
protones de los grupos hidroxilo coordinantes en las
estructuras propuestas sean protones dcidos, pues al
disolverse en agua logran bajar el pH del sistema
hasta 6, y en medio basico también logran mantener
su solubilidad, esto explica las altas conductividades
encontradas para estos complejos, ademds de la
ausencia de estos protones en los espectros de 'H
RMN, que se piensa es debida a intercambio con
solvente deuterado.

Los complejos de coordinacién fueron parcial-
mente solubles en agua, y aumentaron su solubilidad

en medios acidos y bdsicos. En contraste, los
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ligandos L y F no fueron solubles en agua, pero
si en disolventes orgdnicos como diclorometano,
cloroformo, acetonitrilo y metanol. La solubilidad
del ligando L aumenta en agua ligeramente acidulada
(pH 5-6), gracias —posiblemente— a los nitrégenos
aceptores de protones que le logran conferir carga
neta a la molécula.

El porcentaje de lantdnido en cada complejo fue
determinado a través de la digestion 4cida, y la
posterior cuantificacién colorimétrica de lantanidos
libres, de acuerdo con la metodologia seguida por
Barge et al. [7]. Los porcentajes encontrados
concuerdan con los valores tedricos para las posibles
estructuras propuestas.

3.2.2  Andlisis termogravimétricos

La figura 10 muestra el termograma del compuesto
4 como representativo de los cuatro complejos
obtenidos.
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Figura 10. Termograma del compuesto 4 en atmoésfera de nitrégeno.

Se logré observar una pérdida de masa inicial en
dos etapas, la primera a 50 °C (11 %) y la segunda
a 95 °C (5 %), probablemente atribuidas al metanol
y la humedad residual después de los pasos de
recristalizacién y lavados. No se observan pérdidas
entre 100 °C y 120 °C caracteristicas de aguas
de esfera de coordinacién interna. Posteriormente
se observa una pérdida hasta el 61 % de la masa
inicial cuando se alcanzan los 312 °C, atribuida

a una probable descomposicidon de los ligandos
orgéanicos, dejando como intermediario el carbonato
de iterbio(Ill) (Yby(CO3),), finalmente se pierde
otro porcentaje de masa hasta alcanzar el 47 % de
la masa inicial, debida a la pérdida de monéxido
de carbono (CO) producto de la descomposicion
del carbonato de iterbio, dejando finalmente el
6xido de iterbio(IIT) (Yb,O3) como producto final
de la descomposicién térmica. Se tienen reportes
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de esta misma tendencia de descomposicién para
los complejos lantdnidos unidos a ligandos con
grupos carboxilatos y oxigenados, en donde los
pasos finales se relacionan con la formacién del
respectivo carbonato de lantdnido y su posterior paso
a 6xido [14].

Se obtuvieron termogramas similares para los
complejos 1, 2 y 3, con la diferencia de no
hacerse distinguible la ltima temperatura del paso
desde carbonato de lantanido a 6xido (ver material
suplementario). Los termogramas mostraron
coincidencias entre los porcentajes esperados de
las especies intermediarias en la descomposicion
térmica y los obtenidos experimentalmente, teniendo
en cuenta las masas molares de las estructuras
moleculares propuestas.

3.3 Parametros de contraste

Los pardmetros fisicos, evaluados de manera
preliminar, para determinar los potenciales usos de
los compuestos lantdnidos obtenidos en aplicaciones
diagndsticas fueron realizados de manera in-vitro sin
emplear ningtin modelo biolégico.
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3.3.1 Relajatividad molar

El funcionamiento de los agentes de contraste en
resonancia magnética nuclear de imagenes, se basa
en la modificacion de los tiempos de relajacion de
los espines nucleares de los 4tomos de hidrégeno
en el agua, de tal manera que, si los compuestos
logran modificar en un mayor grado los tiempos T}
o T, se considerardn mejores agentes de contraste
[6, 20-22].

Se determinaron las relajatividades molares en
Ty (r1) de los cuatro complejos obtenidos y del
compuesto de referencia Dotarem®, el cudl es
usado comercialmente como medicamento para
contraste en resonancia nuclear de imdgenes (RMI).
Ademads, se evalud el efecto del ligando L en el
tiempo de relajacién del agua a través de r; con
un fin comparativo. Con el uso de la secuencia
“Recuperacion de saturacién” se obtienen las curvas
de intensidad de sefial vs tiempo dy de las cuales se
obtiene el pardmetro 77 para cada concentracion (ver
figura 11).

35 4
30 4
254

20 4

Intesidad de sefial

dr(s)

Figura 11. Recuperacion de saturacion en sefiales del agua y ajustes matemadticos para determinacion de 77 del agua tipo 1.

La figura 12 muestra el resumen de las seis rectas
experimentales generadas a partir de la relacion
1/T, vs concentracion. Los tiempos T} obtenidos
para cada compuesto se muestran en el material

suplementario. En este experimento se obtuvo un 7;
del agua tipo 1 de 3.10 s, que coincide con algunos
valores reportados en la literatura [23, 24].
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Figura 12. Curvas de relajatividad molar (r;) para compuestos evaluados en agua tipo I, 9 T y 300 K a). Dotarem®; b). L;

c). 1;d). 2;e). 3y ). 4.

En la tabla 4 se resumen los resultados de r; y en
la figura 32 se observa una grafica comparativa de
las rectas para los seis compuestos.

Tabla 4. Relajatividades molares obtenidas.

Compuesto Relajatividad molar (7 (mmol-L-s)~1)
Dotarem® 2.25

L 0.01

1 6.45

2 0.24

3 0.73

4 0.20

Se observé un aumento significativo en el
pardmetro r; para el compuesto 1 inclusive por
encima del compuesto de referencia Dotarem®. El
efecto es concordante con el menor nimero de
coordinacién del metal respecto al compuesto de
referencia, en este caso 7 para el compuesto 1y
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8 para Dotarem®, que permite que se tengan mds
aguas de coordinacién en el complejo en solucién
y asi el efecto paramagnético sobre los espines
nucleares sea mayor [6, 20-22, 25]. Ademas,
el tiempo de intercambio de aguas 7, puede
ser mayor debido a la mayor accesibilidad que
tienen las moléculas de agua en un ligando lineal
[26]. Por otro lado, el tiempo de correlacién g
no deberia aumentar, pues no hay presencia de
macromoléculas que vuelva mas lento el tambaleo
de la magnetizacién sectorial que provoca el centro
metdlico paramagnético, por lo que se puede afirmar,
que la principal causa del mejoramiento de ry
posiblemente sea el menor nimero de coordinacién
y la mayor tasa de intercambio de aguas entre esferas
internas de coordinacion y el seno del sistema (7,,)
[6, 26].
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Figura 13. Comparacién de rectas r| para los compuestos evaluados.

Los valores de r; para los compuestos 2, 3,
4 y L estuvieron por debajo del compuesto de
referencia Dotarem® y de 1 debido a su menor
paramagnetismo. El paramagnetismo de los metales
lantanidos dependera en gran medida de su estado de
oxidacién y de cémo se desdoblan los orbitales f en

el arreglo geométrico de los orbitales moleculares [6].

A pesar que el i6n Eu(Ill) posee una configuracién
electrénica [Xe]4 f© en su forma de ion libre, en donde
6 electrones en los orbitales 4 f estarfan desapareados,
para el caso de 2, se podria tener un arreglo de orbitales
en donde no todos los 6 electrones estdn desapareados,
y asi se reduzca en gran medida el paramagnetismo
del ion, desembocando en un efecto poco importante
sobre la modificacidén de los tiempos de relajacion del
agua [6, 25].

Los compuestos 3 y 4 tampoco presentan un
significativo r; en contraste con el compuesto
de referencia Dotarem®, en este caso, por su
reducido paramagnetismo al poseer mayor cantidad
de electrones en sus orbitales /. Aun asi, el
compuesto 3 logré tener mayor efecto en r; que el
complejo 2. El ligando L. mostré un efecto casi nulo
sobre r1, confirmando su naturaleza diamagnética.

Las relajatividades molares, en este caso rq, son
sensibles a la temperatura, viscosidad, intensidad

del campo, entre otras, por lo que la comparacién
de datos con la literatura se debe hacer de manera
cuidadosa[6], [23-25]. Por este motivo,
comparaciones se realizan con el compuesto de
referencia Dotarem® bajo las mismas condiciones
de viscosidad, temperatura, intensidad del campo.
En todos los complejos se observé una aceleracion
de los tiempos de relajacion del agua, lo que
indica que pueden ser potencialmente usados como
contrastes en resonancia magnética nuclear de
imdgenes (RMI), especialmente el compuesto 1.

las

3.3.2  Rendimiento cudntico de fluorescencia

La figura 14 muestra los espectros de emisién y
absorcion de la fluoresceina y el compuesto 4, los
demas espectros se pueden encontrar en el material
suplementario.

Se mantuvo una absorbancia < 0.1 en todas
las disoluciones usadas para la determinacién del
rendimiento cudntico, con el fin de evitar fenémenos
de autoabsorcion; se realizo la determinacion de las
pendientes de las curvas “absorbancia vs intensidad
integrada” para todos los compuestos evaluados.
La figura 15 muestra las rectas generadas. El
rendimiento cudntico de la fluoresceina es de 0.79
bajo las condiciones en que se realizaron los ensayos
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Figura 14. Espectros de absorcién y emision para determinacion de rendimiento cudntico en NaOH 0.1 M. a). Absorcién de
Fluoresceina; b). Emision de Fluoresceina; c¢). Absorcion de 4 y d). Emision de 4.

[12, 27], todos los experimentos se realizaron en
el mismo disolvente, por lo que la razén de los
coeficientes de refraccién (1) de la ecuacién 1
se considera 1. La tabla 5 muestra los valores
de rendimiento cudntico respecto a la fluoresceina

obtenidos para los compuestos evaluados.

Tabla 5. Rendimientos cudnticos obtenidos, patrén de

fluoresceina.
Compuesto Rendimiento cudntico (%)
Fluoresceina 79
F 0.4
1 0.3
2 0.3
3 0.2
4 0.2

Todos los rendimientos cuanticos obtenidos estan
por debajo del 0.5 %, indicando que el proceso
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de emisién de fotones absorbidos es ineficiente
en comparacién con la fluoresceina. Se observa
que el fluoréforo F al acoplarse con los centros

metdlicos disminuye su capacidad de emitir fotones,
es decir se genera un leve quenching de la radiacion,
probablemente por la aparente coordinacién directa
al centro metalico a través del grupo OH, que podria
inhibir los procesos de transferencia de energia [26,
9, 10], Sin embargo, los rendimientos cudnticos
obtenidos se encuentran dentro del rango de algunos
agentes de contraste usados para microscopia de
fluorescencia [6, 28]. La figura 16 muestra
la comparacién de los gradientes (pendientes de
regresion lineal) del fluor6foro F y los complejos
lantanidos.
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Figura 16. Comparacion de gradientes (intensidad/absorbancia) obtenidos para compuestos evaluados.

Se observa que el quenching es mayor para los
complejos con centros lantdnidos més pesados (Dy e
Yb) en comparacién con los més livianos (Gd y Eu).
Es posible que el menor tamafo de los iones mas
pesados, que se traduce en una mayor carga nuclear
efectiva, altera de manera mds significativa las
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energias de los estados singlete y triplete, generando
una diferencia de energia mayor y ocasionando
que el entrecruzamiento de sistemas y la optima
transferencia de energia para la emisién radiativa,
se vea disminuida [6]. Ademads, en contraste con
los resultados de relajatividad molar, es probable
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que las aguas de coordinacidn presentes en solucion
y/o algunos iones ~~ OH provoquen el quenching
en todos los complejos [6]. La proximidad o la
unién directa de la antena F para la recoleccion
de energia, no logra verse reflejada de manera
totalmente beneficiosa en la regién del espectro
visible, sin embargo, para la regién del infrarrojo
e infrarrojo cercano, se tiene evidencia que los
iones lantanidos como el Eu(Ill) poseen excelentes
rendimientos, de tal manera que podria evaluarse la
emision en esta region del espectro [6, 29, 30].

3.3.3 Estabilidad termodindmica preliminar

Se pretendié emular las condiciones fisiolégicas

en pH 7.0 v temperatura 37 °C durante un periodo
0,254

——Gd 0 pmol-L”

——Gd 045 pmol L
——Gd0.91 pmol-L”
——Gd 1.36 umol-L”!
——Gd 1.82 pmol-L”
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——Gd3.64 pmol-L”!
——Gd4.55 umol-L"

0,20 4

0,104

Absorbancia (U.A.)

0,05

0004 ..

de 72 horas (144 veces mas, que la vida media del
medicamento Dotarem® en el cuerpo y 7 veces
mds, que la vida media del Magnevist®) [31-33]
para cuantificar posteriormente la cantidad de
iones lantdnidos libres y estimar la constante de
estabilidad termodindmica de manera preliminar
a través de la ecuacién 2. La figura 17 muestra la
curva de calibracién empleada para la cuantificacion
de gadolinio libre, de manera andloga se obtuvieron
curvas de calibracién para los demds metales (ver
material suplementario).
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Figura 17. Cuantificacién espectrofotométrica de lantanidos libres a). Espectros UV-Vis y b). Curva de calibracién del Gd3*

libre.

La tabla 6 muestra los valores de —log[k,,| en-
contrados después de la incubacién y determinacidn
por el método espectrofotométrico.

Tabla 6. Constantes k., de los compuestos evaluados.

Compuesto kap —log[kap)
Dotarem® 9.1¥10~% 24

1 4.8%10720 19

2 4,5%1071° 18

3 2,5%1072! 21

4 3,5¢1020 20

En este caso, la constante de estabilidad se asume
como el inverso de la constante de disociacién
de los complejos (kqp). Todos los complejos
tuvieron estabilidades menores a las del compuesto
de referencia Dotarem®, entre 5 y 6 6rdenes de
magnitud por debajo, lo cual reafirma la mayor
estabilidad termodindmica que confiere los ligandos

macrociclicos sobre los polidentados lineales, sin
embargo, se obtuvieron constantes altas en referencia
a constantes halladas por técnicas similares para
otros ligandos polidentados y agentes de contraste
[5, 6] entre los complejos; se observa una tendencia
de incrementar la estabilidad en cuanto se disminuye
el tamafio del centro metdlico en 1 o 2 drdenes
de magnitud, probablemente por el aumento de la

dureza del ion que lo convierte en una especie mas
oxofila [5, 34].

Las altas estabilidades encontradas a los tiempos
de incubacioén trabajados sefialan a los compuestos
obtenidos como posibles candidatos viables para
contraste tanto en resonancia como en microscopia
de fluorescencia, ya que en general los metales
lantanidos y sus complejos no son retenidos en
el cuerpo por mas 24 horas [33]. Ademads, la
alta relajatividad molar y relativa alta estabilidad
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del compuesto 1 puede desembocar en su uso a
menores dosis para generar el mismo efecto en el
mejoramiento de imagenes 77 [6], [35, 36].

3.4 Susceptibilidad antimicrobiana

Se evalud la susceptibilidad de seis cepas bacterianas
ATCC frente a los compuestos L, 1, 2, 3 y 4 por

el método de microdiluciéon. La tabla 7 resume
las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs)
encontradas para las diferentes cepas y diferentes
compuestos. El ciprofloxacino clorhidrato (Cip) y el
nitrato de plata (AgNO3) son usados como controles
de inhibicién.

Tabla 7. CMIs en mg-L~! encontradas para cepas bacterianas evaluadas.

Cepa ATCC  S. aureus 25923

B. cereus 10876 L. monocytogenes 19115  E. coli 25922  S. typhimurium 14028

P. aeruginosa 27583

Compuesto

L > 1000 > 1000 > 1000
1 > 1000 > 1000 > 1000
2 1000 250 250
3 > 1000 > 1000 > 1000
4 > 1000 > 1000 > 1000

Cip 0.25 0.06 1

AgNO;3 4 4 4

> 1000 > 1000 > 1000
> 1000 > 1000 > 1000
250 1000 500
> 1000 > 1000 > 1000
> 1000 > 1000 > 1000
<0.02 0.03 0.25
250 4 4

Se encontré en general que tanto el ligando
L como los complejos lantdnidos no inhiben el
crecimiento de las cepas bacterianas evaluadas a las
concentraciones de los controles. Estos resultados
posiblemente sean consecuencia de la ausencia de
un fuerte farmacéforo en las estructuras moleculares
propuestas para los complejos lantdnidos, siendo el
fluordforo F la tnica entidad con actividad biolégica
de acuerdo a la literatura, sin embargo, no es
suficientemente eficiente para inhibir el crecimiento
bacteriano a las concentraciones evaluadas [9,
10]. El compuesto con mayor actividad entre
los complejos lantanidos fue 2, con CIMs desde
250 mg-L~! hasta 1000 mg-L~!, centrandose la
efectividad de la inhibicién en cepas Gram-positivas.
La mayor actividad encontrada para 2 podria estar
relacionada con un posible aumento de la lipoficidad
por la disminucién del tamafio del ion lantdnido,
que logra afectar mds facilmente las bacterias Gram-
positivas[14]. De esta manera, gracias a que los com-
plejos no logran inhibir el crecimiento de algunas
cepas bacterianas a concentraciones relativamente
altas, podrian tener una potencial aplicacién como
marcadores fluorescentes para estudios in-vitro de
células patégenas en concentraciones menores a las
CIMs, esto se podria corroborar a través de ensayos
de tincidn y lectura por microscopia de fluorescencia.

3.5 Ensayos de interacciéon con el ADN

La forma en que interaccionan los compuestos
obtenidos con las hebras bicatenarias del ADN
pueden dar un indicio de la citotoxicidad a nivel
de los procesos de replicacién y transcripcion; asi,
los resultados que se obtienen de estos experimentos
pueden dar cuenta de algunos posibles mecanismos
de accion en efectos biocidas, mecanismos de
marcaje biolégico y mecanismos de citotoxicidad no
deseada [14], [19], [37]. Se estudié el posible modo
de unién de los complejos lantdnidos obtenidos,
el cual fue comparado contra el ligando L y el
fluoréforo F, a través de la estimacién de las
constantes de unién K.

3.5.1 Ensayos de absorcion electronica

En primer lugar, se realizaron las titulaciones
espectrofotométricas con ADN de los ligandos
empleados (L y F) para la formacién de los
complejos (figura 18).
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Figura 18. Efecto de la adicién de ADN de timo de ternera sobre el espectro electrénico de a). L y b). F.

En el espectro electrénico de L (figura 18a),
no se observa un efecto neto sobre la banda de
absorciéon cerca de los 280 nm, mientras que el
espectro electrénico del fluoréforo F (figura 18b)
se evidencia un efecto hipocrémico en su banda
de absorcién cerca de los 360 nm, indicando una
posible interaccion por intercalacion entre F y las
pares de bases del ADN [14, 19, 37]. La explicacién
puede residir en que el fluor6foro F posee una
estructura conjugada mds extensa y por ende una
mayor planaridad, lo que lo hace poseer un sistema 7
extenso que logra estabilizar las bases nitrogenadas
por interaccién de apilamiento 7 [19], propiedad que
no posee el ligando L. La figura 19 muestra el efecto
de la interaccidn de los complejos lantdnidos con el
ADN.

En los espectros electrénicos de los complejos 1,
2 y 4, se observaron cambios hipocrémicos en la
banda de absorcién cerca de 360 nm e hipercrémicos
en la banda cerca de los 280 nm, a medida que
aumenta la presencia del ADN en el sistema; lo cual
indica una posible interaccion entre los complejos
metdlicos y las hebras del ADN. Ademds, se
observan también puntos isosbésticos durante la
titulacion que indican la formacién de una tercera
especie, posiblemente la especie ADN-Complejo
[14,37]. Se identifica de manera general, que las
bandas caracteristicas de los complejos se comportan
de manera distinta; por ejemplo, la banda a 360 nm
que presenta hipocromismo, y que principalmente
pertenece al fluoréforo F, puede estar indicando que
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su coordinacién al centro metdlico de los complejos
favorece su intercalacién con el ADN, a través de
ese fragmento de la molécula; el efecto hipercromico
en la banda a 280 nm, principalmente asociada
al ligando hidrolizado L, indica que también se
ve afectada la absorcién al ocurrir el proceso de
intercalacion, efecto que no se observa en el ligando
L libre. De esta manera, la interaccion con las hebras
del ADN de los complejos lantdnidos puede estarse
dando posiblemente por un mecanismo de insercion,
que implica tanto la intercalacion entre las bases
nitrogenadas del ADN, como la unién a los surcos
del esqueleto de fosfatos [19]. Por otro lado, el
efecto neto sobre el espectro electrénico del 3 fue el
leve hipocromismo en ambas bandas de absorcidn,
lo que sugiere también una posible interaccién con
las hebras del ADN, sin involucrar precisamente el
proceso de intercalacién [37].

Con los datos de absorbancia de la banda a 360
nm de la figura 19 y las concentraciones de ADN
empleadas, se ajustaron los datos a la ecuacién 3
y se usaron los valores de pendiente e intercepto
para el cédlculo de las constantes de unién. La tabla
8 presenta los valores de las constantes de unién
encontradas para los compuestos evaluados.

Los valores encontrados para las constantes
de uni6én son menores a las reportadas para
intercaladores clasicos como el bromuro de etidio,
entre otros, las cuales se encuentran en el rango
de 10°-10% L-mol~! [19, 37].
unién estimada para el complejo 3 es dos 6rdenes

La constante de
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Figura 19. Efecto de la adicién de ADN de timo de ternera sobre el espectro electrénico de a). 1; b). 2; ¢). 3y d). 4.

Tabla 8. Constantes de union k;, encontradas.

Compuesto ky, (L-mol™1)
F 1.14 * 10°
1 1.1 *10*
2 3.24 * 10*
3 1.47 * 107
4 4.81 *10*

de magnitud més baja que el resto de complejos.

En general, estas constantes de unién dan cuenta
de la posible toxicidad a nivel genémico que
tienen los complejos lantdnidos [19], el hecho que
los valores k, sean menores que aquellos para
intercaladores cldsicos como el bromuro de etidio,
que se consideran altamente téxicos y mutagénicos,
puede dar indicios de una toxicidad reducida, al
menos, al nivel de los procesos de replicaciéon y
transcripcion de 4cidos nucleicos. La toxicidad
que pudieran presentar éstos complejos lantanidos
a través de otros mecanismos fisiolégicos, debe ser
evaluada por medio de otros ensayos y experimentos
de citotoxicidad in-vitro e in-vivo.

3.5.2 Mediciones de viscosidad

Los cambios en la viscosidad de una solucién
de ADN dan cuenta de la forma en que puede

interaccionar las moléculas con las hebras de los

dcidos nucleicos [14], [19], [37]. La figura 21
muestra los resultados del efecto de los compuestos

sobre la viscosidad relativa de una solucién de ADN
600 mmol-L~!.

Las viscosidades relativas del ADN en general
incrementaron a medida que se aumentd la relacién
[Compuesto]/[ADN], con excepcion del ligando L.
Esto indica nuevamente que, posiblemente, la forma
de unién con las hebras del ADN sea a través del
mecanismo intercalativo, ya que la insercion de las
moléculas entre las bases nitrogenadas del ADN
aumenta la longitud del biopolimero, teniendo como
efecto un aumento de la viscosidad del mismo a nivel
macroscopico [14, 19]. También hay congruencia
en que el ligando L no tiene la capacidad de unirse
al ADN, pues se observé que la viscosidad relativa
se mantuvo casi constante en todo el rango de ratios
evaluados, confirmando lo observado en los ensayos
de seguimiento del espectro electrénico.
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Figura 21. Efecto en la viscosidad relativa del ADN en presencia de los compuestos a). Ly F; b). 1,2,3y 4.

De esta manera, los compuestos obtenidos
mostraron una posible capacidad de unirse a las
hebras del ADN, de tal manera que éstos podrian
intervenir, de manera reducida, en los procesos
bioquimicos que involucran a los 4cidos nucleicos,
como los procesos de replicacion y transcripcion.
Esto se podria correlacionar con la posible baja
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citotoxicidad que pudieran presentar los complejos
lantanidos de manera in-vitro, ademas de poder
explicar la reducida actividad biocida contra células
procariotas y su potencial aplicacién para contraste
optico y contraste para RMI intravenoso.
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4 Conclusiones

Se obtuvieron una serie de complejos lantanidos
con iones Gd(II), Eu(Ill), Dy(Ill) e Yb(I) a
partir de un ligando polidentado y un fluoréforo,
los cuales fueron caracterizados a través de
técnicas espectroscdpicas y fisicas. Las estructuras
propuestas para los complejos lantdnidos estuvieron
en concordancia con los andlisis de caracterizacion
estructural. Dentro de los pardmetros preliminares
evaluados para estudiar el potencial uso de estos
compuestos para aplicaciones diagndsticas en
imagenologia, se concluye que todos los complejos
lantanidos evaluados logran modificar el tiempo
de relajacién del agua, encontrdndose el mayor
efecto en el complejo 1, que incluso fue casi
tres veces mayor que el compuesto de Dotarem®,
usado comercialmente para diagndstico clinico. Los
rendimientos cudnticos encontrados mostraron que
la eficiencia con la que el fluoréforo F emite la
radiacién absorbida en radiacion visible, es muy baja
en comparacién con la eficiencia de la fluoresceina;
el acomplejamiento del fluor6foro a los centros
metélicos, provocé una disminucién en la emision
de radiacién; sin embargo, es posible evaluar su
potencial uso como agente de contraste celular en
células procariotas, teniendo en cuenta los valores de
CMI obtenidas. Las estabilidades termodindmicas
preliminares indicaron que los complejos logran
alcanzar una estabilidad de hasta cuatro 6érdenes de
magnitud por debajo del medicamento de referencia
a las condiciones evaluadas, indicando una posible
viabilidad para su uso. Los resultados mostraron
que los compuestos tienen un posible potencial
para ser empleados en resonancia magnética nuclear
de imégenes, especialmente el compuesto 1, cuya
relajatividad molar r; fue mayor que el medicamento
de referencia, el cual podria reducir las dosis
requeridas para generar un mejoramiento en el
contraste de imdgenes tipo T;. Finalmente, los
ensayos de interaccién con el ADN indicaron que
los compuestos obtenidos podrian interaccionar
con las hebras bicatenarias, teniendo posibilidad
de intervenir en los procesos de transcripcién y
replicacidn, en este caso, si los compuestos llegaran
a encontrarse directamente con el material genético
de una célula.

Material suplementario

Figuras y tablas adicionales correspondientes a
la caracterizacion y evaluaciéon de pardmetros de
contraste de los compuestos, estan disponibles como
material suplementario.
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