Obtencion de complejos dinucleares de rutenio (ll) usando
ligandos salicilato y valproato: evaluacion de su actividad

antibacteriana

Milton Y. Rojas,* Alberto Bolafios Rivera.*

* Departamento de Quimica, Universidad del Valle, Santiago de Cali, Calle 13 No 100-00 Cali, Colombia (76000)

KEYWORDS: Complejos de rutenio, rutenio dinuclear, salicilato, valproato, actividad antibacteriana.

ABSTRACT: Se sintetizaron dos complejos de rutenio (II) a
partir del RuCL:3H,O con ligandos salicilato y valproato
(obtenido a partir de &cido valproico que se encuentra
comercialmente en el medicamento DEPAKENE®) en una
reacciéon con exceso de ligando donde se da lugar a la
formacién del complejo dinuclear de rutenio. Los productos
fueron  caracterizados mediante espectroscopia IR, TGA,
RMN 'H, analisis elemental y yodometria con tiosulfato de
sodio. Se realizaron pruebas de actividad antibacteriana
empleando tres cepas ATTC (S. aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853) mediante el
método de microdilucién con caldo Mueller-Hinton; los
resultados de actividad bioldgica (presentados como
concentracion minima inhibitoria) para los complejos de
rutenio (II), evidenciaron un aumento en su actividad
antibacteriana en comparacion con los ligandos salicilato y
valproato.

INTRODUCCION

La quimica de coordinacién de complejos dinucleares se ha
convertido en épocas recientes en un campo de gran interés.
A partir de diferentes estudios se ha determinado que estos
complejos poseen una gran aplicabilidad, que esta
determinada tanto por el metal de transiciéon como por los
ligandos empleados en la sintesis. Estos compuestos han
tenido gran diversidad de aplicaciones tanto en catalisis
homogénea y heterogénea como en Quimica Medicinal, a
saber: hidrogenacién, isomerizacion, oxidacién; dichos
complejos suelen ser de Rutenio, Rodio, Paladio, etc."™

Una de las formas mdas “comunes” de trabajar con los
metales del grupo “d”, es en la forma de cloruros hidratados
MCLXH,O; en esta forma son utilizados como catalizadores
y como precursores de complejos con posibles aplicaciones
en el tratamiento de diversas enfermedades del SNC (Sistema
Nervioso Central). Cabe sefialar, que la sintesis de complejos
de Ru debe realizarse bajo condiciones precisas que
garanticen que los precursores conserven sus propiedades
estructurales al momento de la reaccion, debido al alto grado
de reactividad.”® A pesar de considerar el RuCl;.3H,0 como
altamente tdxico y un agente carcinogénico, se ha encontrado
que los complejos de coordinacion y organometalicos
formados con este, poseen actividad antitumoral y
antimicrobiana”™ lo que ha generado mayor interés en la

comunidad cientifica por la sintesis y aplicaciones bioldgicas
en estos compuesto, sobre todo para los que contienen
ligandos multidentados debido a que proporcionan mayor
estabilidad al compuesto de coordinacion, disminuyendo la
posibilidad de la liberacidn del ion metalico libre en medios
bioldgicos." Existen diferentes estudios realizados en diversos
complejos metdlicos que demuestran su actividad anti-
microbiana, antibacteriana y anticancerigena®"®, lo que
sefiala la posibilidad de que estos puedan llegar a tener
grandes aplicaciones en quimica medicinal.

Dentro de los ligandos multidentados, aquellos del tipo
carboxilato son ampliamente utilizados debido a su gran
versatilidad y disponibilidad en diferentes compuestos
organicos, como son el caso del acido valproico de sodio y
salicilato de sodio (ver figura 1.). El valproato de sodio se ha
empleado desde hace mds de cuatro décadas como un
anticonvulsivo de amplio espectro que actia en diversos
canales del sistema nervioso central, por otra parte, el
salicilato de sodio es un antiinflamatorio no esteroidico
derivado del acido salicilico con propiedades antipiréticas;
ademads, cuenta con varios estudios entre los cuales se destaca
su potencial uso terapéutico para el tratamiento de la
leucemia.”™ En algunos casos se han realizado sintesis y
estudios de algunos complejos empleando dichos ligandos.*”
* Este tipo de compuestos han demostrado tener actividad
biolégica, sin embargo, el uso de metales como Rh, Pt, Au,
etc.,”™ incrementa el valor de la sintesis dado que la
abundancia de algunos de estos es cada vez mas limitada. Es
por esto que al mismo tiempo se buscan alternativas con
otros metales del bloque “d” (como niquel, cobre y zinc, entre
otros) y del bloque “f” (lantano, samario, cerio, etc.)®, los
cuales también han demostrado actividad antimicrobiana.

La importancia de trabajar con rutenio comparado con
metales como el rodio se basa en los costos menores de los
precursores (hasta 10 veces menor), teniendo en cuenta que
ambos presentan caracteristicas similares en términos de
reactividad y estabilidad. Debido a lo anterior, en este trabajo
de investigacion se propone la sintesis y caracterizacion de
complejos de rutenio (II) con ligandos valproato y salicilato
para su posterior estudio de actividad antibacteriana,
esperando que por sus caracteristicas individuales produzcan
una mayor contribucion a la accién de dichos complejos
como agentes antibacterianos.” >
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Figura.1 Estructura de (a) 4cido valproico y (b) Salicilato de
Sodio.

SECCION EXPERIMENTAL

Materiales y metodologia.

El RuCl,-3H,O empleado para la sintesis de los complejos
fue adquirido por Aldrich, el salicilato de sodio es un reactivo
comercial de la marca Sigma-Aldrich y el valproato de sodio
se obtuvo de la reaccion entre dacido valprdico
(comercialmente en el medicamento DEPAKENE®) e
hidroxido de sodio. Los reactivos y solventes fueron
empleados directamente sin tratamiento alguno.

Los espectros infrarrojos se obtuvieron en un
espectrofotometro SHIMADZU-IR Affinity-1 en un rango de
600-4000 cm”. Los espectros RMN 'H se tomaron en un
equipo Bruker Avance II 400 MHz utilizando DMSO-ds a
temperatura ambiente. El analisis elemental (C, H) se llevo a
cabo en un analizador elemental serie Flash EA m12, y la
concentracion de rutenio (II) fue determinada utilizando
yodometria. La yodometria se basé en la oxidacién de rutenio
(II) con peryodato de sodio en pH entre 2.5y 3.5, y se empleo
molibdato de sodio para minimizar el exceso de peryodato. El
yodato liberado, al reaccionar con KI a pH 3 libera triyoduro
que es determinado por yodometria con tiosulfato de sodio
0,005 M. El comportamiento térmico fue estudiado en aire
por Termogravimetria-Termogravimetria Derivada (TG-DTG)
con un analizador térmico NETZSCH STA 409 en un rango
de 25 - 700 °C a 10 °C/min.

Sintesis del complejo Ru,(valp),.

La sintesis se realizo siguiendo la metodologia reportada
por A.L. Abuhijleh et al.®® para compuestos similares. Se
disolvieron 10,5 mg de RuCl3.3H20 en 50 mL de etanol
absoluto y se saturdé con valproato de sodio (obtenido de la
reaccion de neutralizacidn entre el dcido valproico contenido
en el medicamento DEPAKENE® e hidroxido de sodio). La
solucion inicialmente present6 un color rojo ladrillo oscuro y
fue sometida a reflujo durante 6 horas en atmosfera inerte de
nitrogeno. Al finalizar la reacciéon se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se filtro. El filtrado de color verde
oscuro se dejo en la campana hasta evaporacion total del
solvente. El solido obtenido de color negro brillante se lavo
con agua y se seco a 10°c por aproximadamente 2h en horno.
La reaccion de sintesis del compuesto Ru,(valp), se puede
observar en la Figura 2.
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Figura 2. Reaccion para la sintesis del complejo dinuclear
de rutenio con ligandos valproato.
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Porcentaje de rendimiento: 61.3% C;,He,O,,Ru,, Analisis
elemental: C 46.94 (calc. 47.39), H 8.06 (calc. 7.95), Ru 24.02
(calc. 24.92). IR (ATR cm™): 2929 vs, 2848 m, 1637 W, 1523 Vs,
1410 Vs, 1305 m, 1093 W, 1004 s, 889 m. RMN 'H (DMSO-dg)
8(ppm): 0.87 (t, 24H, *J=7 Hz), 1.25 (m, 24H), 1.48 (m, 8H),
2.21 (m, 4H). TGA pérdida de masa: 4.7% (190 - 240 °C, 1 paso,
calc. 2 x H,0 = 4.4%), 81.7% (360 - 500 °C, 1 paso, calc.
formacién de RuQO, = 83.6%).

Sintesis del complejo Ruy(salic)s,.

Se disolvieron 41,6 mg de RuCl3.3H20 en 50 mL de etanol
absoluto y se adiciond 51.8 mg de salicilato de sodio. La
solucidn inicialmente presentd un color café y fue sometida a
reflujo durante 6 horas en atmosfera inerte de nitrégeno. Al
finalizar la reaccidn se dejé enfriar a temperatura ambiente y
se filtrd. El filtrado de color verde se evapor6 a presion
reducida en rotaevaporador. El precipitado obtenido de color
verde oscuro se lavé con etanol frio y se sec6é a 110°c por
aproximadamente 2h en horno. La reaccién de sintesis del
compuesto Ru(salic)4 se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Reaccion para la sintesis del complejo dinuclear
de rutenio(II) con ligandos salicilato.

Porcentaje de rendimiento: 78.4% C,,H,,0,,Ru,, Analisis
elemental: C 46.14 (calc. 45.61), H 3.99 (calc. 3.83), Ru 23.16
(calc. 23.99). IR (ATR cm™): 1896 w, 1577 Vs, 1483 Vs, 1456 s,
1375 S, 1280 s, 1139 m, 1084 w, 983 m, 856 s, 738 vs, 698 s, 669
s. RMN 'H (DMSO-ds) 8(ppm): 6.90 (dd, 8H, */=8 Hz), 7.46
(t, 4H, ?J=8 Hz), 7.79 (d, 4H, ’J=8 Hz). TGA pérdida de masa:
11.3% (180 - 220 °C, 1 paso, calc. 2 x CH,CH,OH = 10.9%),
82.5% (380 - 550 °C, 1 paso, calc. formacion de RuO, = 84.2%).



Pruebas antibacterianas.

Se determind la actividad antibacteriana en una cepa
bacteriana gram-positiva (S. aureus ATCC 25923), y dos cepas
bacterianas  gram-negativas (E. coli ATCC 25922
y P. aeruginosa ATCC 278s3), utilizando el método de
microdilucion basado en el método M31-A3 recomendado por
el CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute).”

Para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI),
se emplearon concentraciones desde 500 hasta 0.98 pg.mL™.
Se prepararon soluciones en DMSO de 50 mg/mL tanto para
los ligandos como para los complejos, a partir de esta
solucién madre se realizaron diluciones con caldo Mueller-
Hinton en cada uno de los pocillos para obtener las
concentraciones entre 500 y 0.98 mg/L. El inéculo aislado de
un cultivo preparado en agar-chocolate (después de 24 h de
incubacion a 37 °C) se preparé en caldo Mueller-Hinton, y la
solucion fue llevada a aproximadamente 1 x 10° UFC/mL.
Después de preparar los pocillos con diferentes
concentraciones de los compuestos (100 pL en cada pocillo),
se adicion6 100 pL de solucion bacteriana ajustada a la
concentracion deseada. Solucion de caldo Mueller-Hinton
fue empleada como control negativo, y solucién de caldo
Mueller-Hinton con bacteria fue empleado como control
positivo.

Una vez preparadas las placas de 96 pocillos, estas se
incubaron a 37 °C por 24 horas. La lectura para determinar la
CMI se realizo utilizando estereoscopio.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Sintesis y caracterizacion.

Los resultados del andlisis elemental y yodometria para
determinacién de porcentaje de Ru permiten proponer las
estructuras presentadas en las figuras 2 y 3. El andlisis
termogravimétrico (ver figura 4) confirma que para el
complejo de rutenio con ligandos valproato hay presencia de
moléculas de agua de esfera interna, pues la temperatura a la
cual se observa la primera pérdida de masa es mayor a 200 °C,
descartando la posibilidad de que se traten de aguas de
hidratacion. De manera similar ocurre con las moléculas de
solvente presentes en el complejo de rutenio con ligandos
salicilato, el etanol empleado como solvente se coordina con
los centros metdlicos para proporcionar estabilidad en la
geometria octaédrica que normalmente se observa para este
tipo de complejos.* Otro evento térmico importante se
observa cerca de 400 °C para ambos complejos, lo cual
corresponde a la pérdida de la materia orgdnica para la
obtencidn finalmente de un 6xido de rutenio estable: RuO,.

En la caracterizacion de los compuestos por espectroscopia
de FT-IR (ver figuras 5-6), se observan las bandas de
vibracion caracteristicas de los ligandos valproato y salicilato.
La asignacion de las frecuencias IR para la vibracion de
tension por estiramiento asimétrico, v,(CO,), de los grupos
carboxilo en el valproato y salicilato se dan en la tabla 1. Las
bandas de v,5(CO,) en Ru,(valp), y Ru,(salic), y sus aductos
se observan entre 1400 y 1600 cm’.

Los valores de la diferencia entre v,5(CO,) y v5(CO,), Av =
113-94 cm’, son consistentes con un modo de puente
bidentado para los carboxilatos que se unen al metal.> Estas
bandas presentan desplazamiento batocromico respecto a las
bandas de los ligandos cuyo Av confirma la participacién del
carboxilo en la coordinaciéon con los iones de rutenio,
actuando como agentes quelantes bidentados.
Los resultados de IR concuerdan bien con los observados en
complejos diméricos de metales de transicion como el rodio
con carboxilatos de alquilo,”> en el que el carboxilato actua
como un ligando bidentado "puente”.
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Figura 4. Curvas TGA para los complejos Ru,(valp), y
Ru,(salic),.

Tabla 1. Bandas FT-IR para los carboxilatos de los ligandos y
sus respectivos complejos dinucleares de rutenio (II)

Comp. v,,(€0;) v,(CO,) Av
Valp. 1547 1408 139
Ru,(valp), 1523 1410 13
Salic. 1610 1481 129
Ru,(salic), 1577 1483 94
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Figura 5. Espectro FT-IR comparativo para el valproato y el
complejo Ru,(valp),.
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Figura 6. Espectro FT-IR comparativo para el salicilato y el
complejo Ru,(salic),.

En el espectro RMN 'H del valproato de sodio (Figura 7) se
observan cuatro seflales, un triplete en 0.87 ppm asignado a
los grupos CH,, seguido por dos multipletes donde se solapan
las sefiales correspondientes a los hidrégenos de los CH, que
se encuentran en las cadenas alifdticas, estos aparecen
aproximadamente a 1.25 y 1.48 ppm. El protdn del carbono
terciario aparece a 2.21 ppm desplazado a campo bajo (en
comparacion al ligando) por el efecto protector ocasionado
por la deslocalizacién de los electrones m del carboxilo al
coordinarse con el metal de transicién. Para el complejo
Ru,(salic), también se observan desplazamientos de las
seflales hacia campo bajo debido al mismo efecto inductivo
que se ha mencionado que posee el grupo carboxilato; en este
caso se observan claramente 3 sefiales, un doble doblete a
aproximadamente 6.9o ppm correspondiente a los protones
presentes en las posiciones 4 y 5 del anillo aromatico,
mientras a campo mdas bajo se observa un triplete y un
doblete a 7.46 y 7.79 ppm respectivamente con °J igual a 8 Hz
para todos, indicando que son protones vecinos.

Los desplazamientos de las seiiales de los protones mas
cercanos al punto de coordinacion confirman que
efectivamente se estd presentando una union del metal al
ligando, en este caso a través de los grupos carboxilato de los
ligandos valproato y salicilato.
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Figura 7. Espectro RMN 'H comparativo de valproato de
sodio y Ru,(valp),.
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Figura 8. Espectro RMN 'H comparativo de salicilato de
sodio y Ru,(salic),.

Pruebas antibacterianas.

Para la realizacion de las pruebas antibacterianas, se utilizo
una cepa Gram-positiva (S. aureus ATCC 25923), y dos cepas
bacterianas Gram-negativas (E. coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 27853), y se empled como control de
medicamento Ciprofloxacino, el cual fue evaluado en el rango
entre 4 y 0,008 pg.mL”. Al evaluar el cloruro de rutenio
empleado para la sintesis de los complejos se encontré que
para las cepas Gram-negativas no se presentd actividad
bioldgica en las concentraciones evaluadas (500 - 0.98 pg.mL
"), y actividad a la concentraciéon mas alta evaluada para la
cepa Gram-positiva, sin embargo, los complejos de Ru(II)



presentaron menor CMI al compararlos con el resultado para
los ligandos y para el tricloruro de rutenio, esto demuestra el
efecto sinérgico entre el metal y el ligando.

En la tabla 2 se presentan los resultados de las pruebas
antibacterianas con los compuestos estudiados. Al comparar
los valores de CMI obtenidos para las bacterias gram-
positivas y gram-negativas, se observo que los resultados son
generalmente menores para la bacteria gram-positiva por lo
que se podria relacionar la actividad antimicrobiana de los
complejos con la funcionalidad de la membrana
citoplasmdtica de las bacterias, que es uno de los cinco
mecanismos de accion antibacterial reportados en la
literatura,” sin embargo, seria necesario realizar el ensayo
con mayor numero de cepas gram-positivas para encontrar
un  patrén  del  comportamiento  antibacteriano.
Adicionalmente, se observé que la CMI para el complejo de
rutenio(II) con salicilato es menor en todos los casos en
comparacién con el complejo que contiene ligandos
valproato, lo cual se podria explicar teniendo en cuenta que
los compuestos de coordinacién que emplean ligandos que
contienen anillos aromdticos han demostrado tener mayor
actividad bioldgica, ademads, experimentalmente se observd
una mejor solubilidad del complejo Ru,(salic), en
comparacién a Ru,(valp),, lo cual podria relacionarse con la
biodisponibilidad del compuesto en el interior de la bacteria
por el incremento de la solubilidad en el medio. De las cepas
evaluadas, podemos concluir que la que presenta mayor
resistencia a la accién antibacteriana de los compuestos
evaluados es la P. aureginosa. En la literatura se ha reportado
que ésta cepa presenta mayor resistencia a antibidticos sin ser
claro el mecanismo de defensa de la misma.”

Tabla 2. Actividad antibacteriana de los ligandos valproato y
salicilato y sus correspondientes complejos de Ru(Il).

CMI(pg.mL")
Compuesto  S. aureus E. coli P. aureginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853

Valproato > 500 > 500 > 500
Ru,(valp), 125 500 > 500
Salicilato 500 > 500 > 500
Ru,(salic), 31.25 250 500
RuCl;.3H,O 250 > 500 > 500
Ciprofloxacino 0.500 < 0.008 > 4.00

CONCLUSIONES

Se sintetizé y caracterizd dos complejos de Ru(Il)
empleando valproato y salicilato como ligandos. De acuerdo
a la caracterizacion espectroscdpica y andlisis elemental, se
propone que los complejos obtenidos presentan coordinacion
bidentada a través de los oxigenos carboxilicos del valproato
y salicilato con los iones rutenio(Il). El analisis térmico
sugiere que el compuesto Ru,(valp), contiene dos moléculas
de agua de esfera interna y que Ru,(salic), contiene dos
moléculas de etanol coordinadas cada una a los dos ntcleos
metalicos.

Los ensayos de actividad antibacteriana permitieron
evidenciar en los complejos de rutenio(Il) el efecto sinérgico
entre el cation Ru®™ y los ligandos valproato y salicilato,
encontrando valores de CMI hasta de 31.25 pg.mL™ para el
compuesto Ru,(salic), cuando se evalué su potencial
antibacteriano contra S. aureus ATCC 25923. En general se
observo un mayor efecto antibacteriano contra la cepa Gram-
positiva en comparacion con las cepas Gram-negativas
evaluadas en este trabajo.
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