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1. Introduccion

1.1 Estrés oxidativo y las especies reactivas de oxigeno

La mitocondria es la fuente de energia en células eucariotas que descompone azucares y origina
ATP'2. Durante este proceso, se generan las especies reactivas de oxigeno (ERO Tabla 1),
mismas que desempefian un rol en la sefializacién y homeostasis celular. El exceso de estas
especies en los tejidos celulares es perjudicial. Es por ello, que la produccion de ERO esta en
equilibrio con mecanismos antioxidantes. Por ejemplo, la enzima superéxido dismutasa 2
(SOD2) regula la cantidad de superdxido. Esta enzima incorpora un centro metalico de
manganeso que a través de un proceso ciclico de transferencia de electrones, el cual depende
del estado de oxidacion del centro activo de manganeso®, genera perdxido de hidrégeno y

oxigeno molecular®.

Tabla 1. Especies Reactivas de Oxigeno’

H>0O> peroxido de hidrogeno Oz~ superoxido
RO- alcoxilo HO- hidroxilo
HO;- hidroperoxilo ROz peroxilo

1.2 Alternativas sintéticas con actividad antioxidante

Los antioxidantes sintéticos tienen el potencial de aumentar la defensa antioxidante
mitocondrial mediante su ingestion®, a pesar de no reemplazar los beneficios de una dieta
equilibrada. En investigaciones se ha demostrado que estos pueden extender la vida util de
ciertos organismos*’, por ejemplo, los péptidos Szeto-Schiller® son capaces de interceptar a
las ERO e inhibir la oxidacion de 4cidos grasos, teniendo también la habilidad de penetrar la
mitocondria gracias a su carga positiva’®. Por otro lado, se ha explorado la introduccion de
catalasa humana'® entre otros antioxidantes cataliticos!! en organelos celulares, como
peroxisomas y mitocondrias, para prevenir la peroxidacion de fosfolipidos'? y con ello el dafio
tisular.

131415 e enzimas como la SOD2,

En este contexto, el manganeso al ser un cofactor catalitico
algunos de sus compuestos de coordinacion han mostrado una destacada actividad
antioxidante, al actuar como compuestos biomiméticos de la SOD2 (Figura 1), protegiendo a

las proteinas frente a radiacion y oxidacion °.
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Figura 1. Centro metalico de manganeso en la enzima SOD2"".
1.3 El poder antioxidante de la L-carnosina

La L-carnosina ha sido objeto de investigacion en diversas vias metabolicas encargadas de
mitigar el estrés oxidativo causad por factores como la contaminacion, el tabaquismo excesivo
y la radiacién ultravioleta'®. Es capaz de enlazarse con centros nucleofilicos presentes en el

ADN v las proteinas!'® lo que previene la propagacion del dafio proteico®”.

Cuando la L-carnosina brinda proteccion mediante la formacion de entrecruzamientos en
proteinas y ADN, evita la amplificacion del dafo celular causado por la oxidacion de las
membranas®'. La presencia del anillo imidazol en L-carnosina!® se convierte en un eficaz
captador de oxigeno singlete??, oxidante no radical; y especies reactivas de nitrogeno. Si se
forma un complejo de transferencia de carga, con el radical superoxido, genera una molécula
menos reactiva’®. Ademds, es capaz de neutralizar aldehidos toxicos resultantes de la
peroxidacion lipidica®®. La L-carnosina es un compuesto de dos aminoacidos: L-histidina y p-
alanina®! como se muestra en la Figura 2. Ofrece multiples centros donadores de electrones
que pueden interactuar con iones metalicos su estructura contiene grupos funcionales como el
imidazol, carboxilato, amina o amida, que le confieren la capacidad de coordinarse con iones

metalicos?®. 5
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Figura 2. Estructura del dipéptido L-carnosina.
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Considerando lo mencionado anteriormente, podemos decir que tanto el manganeso(Il) como

la L-carnosina pueden ser utilizados para aminorar el estrés oxidativo dentro de las células. Por
lo que en este trabajo se busca potenciar la actividad antioxidante de ambas especies, al formar
un compuesto de coordinacion, aprovechando la capacidad de la L-carnosina para secuestrar

1ones metalicos divalentes.

[ L-carnosina ]

Captura de 1
metalicos

P f Quelacion de 1ones
ERO ]

Y

3 \ 4
Comm /aJ_n:plejo

Lcar-ERO L car-metal
Especie menos reactiva | Previene oxidacion

[ » Aumenta la actividad SOD ]
»  Reduce peroxidacion lipidica

Figura 3. Actividad antioxidante de L-carnosina®’.

2. Antecedentes

2.1 El manganeso

El manganeso es un metal que se encuentra en el primer periodo de transicidon y tiene como
estados de oxidacién mas comunes el +2, +4 y +72°. Este elemento se encuentra en diversos
alimentos que componen nuestra dieta, como el trigo, las hojuelas de avena, el arroz y las
almendras?®. En los seres vivos, el manganeso actiia como un mineral traza desempefiando una

funcion crucial en la reproduccion animal?’

. Ademas, opera como cofactor de enzimas en
distintas partes del organismo, tales como el higado, el pancreas, los rifiones, los huesos y el
cerebro®®. Asimismo, el manganeso potencia la actividad antioxidante al fungir como centro

activo de la SOD2 en la mitocondria®®.

En presencia de manganeso, la SOD2 aumenta su actividad, y permite descomponer el
superoxido generado en la mitocondria; protegiendo los sistemas aerobicos. Este proceso se
basa en un mecanismo que estabiliza el superoxido segun el estado de oxidacion del
manganeso, conduciendo a la generacion de oxigeno o perdoxido* como se menciond

anteriormente.
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El papel antioxidante del manganeso es importante al controlar la presencia de las ERO

generadas durante el metabolismo humano. Este mecanismo puede resultar preventivo en
situaciones causadas por el exceso de ERO, como la esclerosis amiotrofica lateral y lesiones
en la espina dorsal, mitigando sus impactos>’. Por esta razén, han surgido investigaciones que
emplean complejos de coordinacidon con manganeso, dirigidas a explorar la capacidad para
aminorar el estrés oxidativo, lo que podria ofrecer relevancia en el desarrollo de terapias para

diversas enfermedades'®3!32,

2.2 L-carnosina

La L-carnosina nos protege al neutralizar el exceso de iones metalicos formando quelatos®, y
su capacidad quelato reduce la cantidad de ERO producidas durante la reaccion de Fenton®*
debido a la presencia de iones metalicos de hierro y cobre. Ademas por sus propiedades
quelato, la L-carnosina se utiliza en el cuidado de la piel para combatir el dafio oxidativo en el
ADN?® vy las proteinas®! generado por la exposicién a los rayos ultravioleta, previniendo
alteraciones en la piel®. La L-carnosina también actia como protectora evitando el
entrecruzamiento de aldehidos reactivos durante la glicacion avanzada del colageno (AGE),
un proceso donde azlcares reductores reaccionan con proteinas generando bases de Schiff. Las
que eventualmente produciran productos finales de glicacion avanzada que pueden contribuir
al desarrollo de diversas enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares®’. Finalmente,

en diversos estudios se ha evidenciado que la L-carnosina es capaz de secuestrar radicales de

oxigeno singlete e hidroxilo, al mismo tiempo que inhibe el mecanismo de peroxidacion?®,

Como se menciond con anterioridad al fungir como un ligante en sistemas de coordinacion, la
L-carnosina presenta diversas caracteristicas que justifican su capacidad de formar complejos
metalicos. Cuando la L-carnosina se coordina, puede dar lugar a la formacion de uno'® o

incluso dos anillos quelato® e incluso dar pie a la formacién de dimeros bimetalicos'®.

Comprender el grado de protonacion del ligante L-carnosina resulta de gran relevancia, ya que
este ejerce influencia sobre la estructura final de los compuestos de coordinacién formados.
Por ejemplo, cuando la amina alifatica no est4 protonada, la presencia del par de electrones no
enlazados puede contribuir a la formacion de un enlace de coordinacion®’. La carga de la L-

carnosina se encuentra relacionada al valor de pH (Figura 4). Las formas protonadas pueden
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presentar cargas positivas de +2 y +1, mientras que la especie zwitterion es neutra (0) y la

deprotonada tiene carga negativa (-1) a valores de pH mayores**2,

Es importante destacar que la L-carnosina es un ligante voluminoso con la capacidad de formar
quelatos. Una vez que forma el primer anillo quelato, su estructura limita la posibilidad de
afiadir multiples ligantes por impedimento estérico. Este atributo no solo confiere estabilidad

143

al ion metalico central™, sino que también influye en su capacidad para acomodar otros ligantes

de manera eficiente.

pHO-‘»‘j‘ PH 2.3-6.83 PH6.83-9.5 pPH9.5+
HN"’\ HN”*\ HN"”\
Carga 2+ Carga 1+ Carga Neu.fm Carga 1’-

Figura 4. Grado de protonacién en disolucion acuosa para el ligante L-carnosina.*

Desde una perspectiva termodindmica, el aumento en la denticidad en los ligantes favorece la
formacion de compuestos de coordinacion en comparacion con ligantes monodentados®. Al
incrementar el nimero de ligantes monodentados en la solucion, también aumentan los grados
de libertad disponibles*. La estabilizacion de quelatos formados con ligantes multidentados se
ve favorecida por procesos entropicos*. Entonces es mas favorable para el sistema cuando el

metal interacciona con un ligante multidentado en vez de ligantes monodentados.
2.3 Compuesto de coordinacion de L-carnosina como ligante

Con el propdsito de investigar los roles bioldgicos y la fisiologia de la L-carnosina, se han
examinado sus compuestos de coordinacién para descubrir posibles aplicaciones médicas al
tratar enfermedades originadas por oxigeno activado e inflamaciones***. Desde la década de
los 60 se ha estudiado la quimica de coordinacion de L-carnosina con metales de transicion*4°.
Se han identificado diversas disposiciones en los compuestos de coordinacion que involucran
a la L-carnosina, donde su numero de coordinacion varia segiin el medio de reaccion o el centro
metalico*>***8, En la Figura 5, se presentan algunos ejemplos de estructuras reportadas para

compuestos de coordinacion empleando diversos centros metalicos, con diversos numeros de

oxidacion, valores de pH y razones estequiométricas.
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Figura 5. Compuestos de coordinacién de L-carnosina *74%0,

Se han preparado compuestos de coordinacion de L-carnosina utilizando cobre(IN)*! , zinc(I1)*!,
renio(V)*?, cobalto(ILIIN*=2, rutenio(I* y vanadio(IlI)*>. En su mayoria, la sintesis
empleada se lleva a cabo en entornos acuosos para la reaccion y formacion de compuestos de
coordinacion mediante sustitucion. Durante el estudio de los métodos de sustitucion, se ha
observado que la esfera interna del metal puede liberar moléculas de disolvente coordinadas
para establecer el primer enlace con el ligante y configurar después el quelato con una segunda
remocion de molécula de disolvente!®22%2  Ademas, se ha observado que ciertos metales
pueden establecer enlaces puente y enlaces metal-metal, lo que en consecuencia, provoca

interacciones en diversos sitios de coordinacién entre L-carnosina y el metal*=%33,

En estos reportes se ha observado que el ligante L-carnosina puede establecer enlaces a través

48,50,51 148,50 50,51

del acido carboxilico , el nitrogeno de imidazo , el nitrogeno peptidico’" o la amina

primaria®-!

. La capacidad quelante de la L-carnosina da paso a diferentes complejos de
coordinacion y la relacion estequiométrica afecta la forma de coordinacion del ligante. Existen
diversas maneras de formar quelatos, ya sea a partir de los pares no enlazados en el carboxilato
o amina. Se ha observado que cuando aumenta la relacion estequiométrica en 1:2 (M:L) la
quelacion es a través de la amina terminal con asistencia del imidazol. No solo eso, el imidazol

también estabiliza especies intermediarias cuando forma compuestos de coordinacion®.
2.3.1 Compuestos de coordinacion L-carnosina-manganeso

Aunque los compuestos que involucran a la L-carnosina son de amplio interés, los formados
especificamente con manganeso(II) han sido poco estudiados por lo que persisten interrogantes
sobre su naturaleza y aplicaciones potenciales, evidenciando la necesidad de profundizar en
este ambito. Se ha identificado un enlace débil entre manganeso(Il) y L-carnosina**, como lo

154

sugieren los calculos de la constante de estabilidad presentados por Lenz y Martell>* para un

quelato de manganeso(Il) con L-carnosina. La formacién de estos compuestos se ve
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influenciada por factores cinéticos, siendo especialmente sensibles a la concentracion de

manganeso(Il) y a la disponibilidad de sitios de coordinacion, la cual estd determinada por el
volumen del ligante y su denticidad. Se encuentra reportado que la presencia de un ligante

tridentado reduce la coordinacién con moléculas de agua, entre otros efectos®.

Los grupos funcionales de la L-carnosina actian como ligantes de campo débil, desprendiendo
baja energia para estabilizar el campo cristalino. En relacion a esto, Brown y Antholine>®
postulan que, hay incertidumbre respecto a la formacion de dicho compuesto a concentraciones
fisiologicas. Aportando a este analisis, Abate y colaboradores®® identificaron un producto de
coordinacidn, respaldandose en pruebas de titulacion potenciométrica a ciertos valores de pH

y espectrometria de masas para discernir las formas de coordinacion del ligante y su estructura.

3. Justificacion

Tomando en cuenta la informacion descrita con anterioridad, se ha observado que la L-
carnosina y el Mn (II) presentan actividad antioxidante. Se ha reportado que es posible formar
un complejo de coordinacion de Mn (II) con L-carnosina, ya que el ligante propuesto tiene
suficientes centros donadores de electrones para formar un quelato. Las propiedades de un ion
metalico divalente como Mn(Il) son las adecuadas para un acido de Lewis y favorecer la
coordinacion. Finalmente, se esperaria que la actividad antioxidante de la L-carnosina y el

Mn(II) pueda aumentar al formarse un compuesto de coordinacion entre ambas especies.

Existen pocos trabajos de investigacion referentes al estudio de la coordinacion entre Mn (1)
y L-carnosina®*. En donde no se reporta a detalle estudios espectroscopicos y solo se hace
énfasis en el estudio termodindmico a diferentes valores de pH, temperatura y fuerza iénica>->*,
Por lo que en este trabajo se propone llevar a cabo la reaccion de la L-carnosina con Mn(II) en
medio acuoso a una temperatura y presion ambiente, sin recurrir a fuentes externas de calor.

Esto, con el fin de evaluar el producto final en estas condiciones y resaltar la capacidad de la

-carnosina para formar compuestos de coordinacion®’ con Mn(1]).
L fi tos d d 47 Mn(11

4. Hipotesis

Es posible formar un compuesto de coordinacion con el dipéptido L-carnosina y el cloruro de

manganeso(I]) a través de sintesis tradicional en medio acuoso.



5. Objetivos

5.1 Objetivo General
Sintetizar y caracterizar un compuesto de coordinacion de L-carnosina con manganeso(II).
5.2 Objetivos Especificos

1. Realizar la sintesis tradicional de un compuesto de coordinacién con una sal divalente

y un dipéptido como son el MnCl» y L-carnosina respectivamente.

2. Monitorear la reaccion de MnCl, y L-carnosina mediante espectroscopia por FTIR-

ATR vy utilizar tiras reactivas para la medicion del valor de pH.

3. Determinar las propiedades fisicas del producto obtenido entre el MnCl y la

L-carnosina como son el punto de fusion y prueba de solubilidad.

4. Caracterizar mediante espectroscopias de FTIR-ATR y UV-Vis el producto de la

reaccion entre el MnCl, y la L-carnosina obtenido por evaporacion.

6. Metodologia

6.1 Sintesis tradicional del compuesto de coordinacion

La sintesis se llevd a cabo utilizando 38.1 mg (0.3 mmol) de cloruro de manganeso anhidro
(Sigma-Aldrich) con 203.1 mg (0.9 mmol) de L-carnosina (Sigma-Aldrich, 99 %). Todos los
reactivos fueron pesados utilizando una balanza analitica Ohaus VE-210 con una precision de
+0.1 mg y fueron colocados en un matraz de bola. El método de sintesis tradicional utilizo
3 mL de agua desmineralizada con el fin de alcanzar la concentracion de 0.1 M para cloruro
de manganeso(Il) y 0.3 M de L-carnosina (Figura 6). El pH se midié con papel indicador
(CIVEQ, CVQ2051) al inicio, cada 24 horas y al final de la reaccion. El tiempo de reaccion
fue de siete dias a temperatura y presion ambiente con agitacion moderada. Por ultimo, se
centrifugd la muestra, el solido 1a fue lavado tres veces con agua desmineralizada y se evapord

el remanente de agua.

Se realiz6 otra sintesis reproduciendo las condiciones antes mencionadas pesando 38.1 mg (0.3
mmol) de cloruro de manganeso y 203.8 mg (0.9 mmol) de L-carnosina. Se dejo6 en agitacion

constante nuevamente por un tiempo de siete dias en condiciones de presion y temperatura
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ambiente. Una vez que transcurri6 el tiempo de reaccidn, se agregaron 4 ml de acetonitrilo. El

precipitado generado se separd en microtubos a los que se les agregd agua, inmediatamente
después realizo un centrifugado del cual se obtuvo una fase so6lida misma que se resuspendio
en agua con el fin de eliminar iones remanentes. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

Por ultimo, el s6lido se secd en condiciones ambiente, a este producto se rotulé como 1b.

°_ NI
HaN N ©
MnCl, + 3 \/\W i O _HO o 12 MeCN 4 1b
o \@\ T=22 °C T=22 °C
N = = i
HNY t=168 h t=7 min

Figura 6. Sintesis tradicional de cloruro manganoso con L-carnosina (1:3).
6.2 Pruebas fisicas

Las pruebas fisicas llevadas a cabo durante esta investigacion fueron la determinacion del

punto de fusion y las pruebas de solubilidad.

Las pruebas de solubilidad se realizaron con 15 disolventes descritos en la Tabla 2. Se evaluo
la solubilidad en cuatro categorias: soluble, no soluble, poco soluble y medio soluble. La
cantidad de muestra colocada en las placas de prueba puntuales fue de aproximadamente 0.2

mg y se utilizaron 150 pl de cada disolvente.

El punto de fusion (Trs) se estimo por triplicado para los reactivos y cada producto de reaccion
con el fusiometro SEV PF-300 acoplado a un termometro digital Fluke, 51-I1. El intervalo de
temperatura a evaluar fue de 40 a 300 °C y el incremento de la temperatura se realizo a una

razon de 15 °C por minuto aproximadamente.
6.3 Caracterizacion mediante espectroscopias de absorcion

Las espectroscopias por absorcion utilizadas fueron el andlisis de UV-Vis y el andlisis de
FTIR-ATR. Los espectros de UV-Vis fueron realizados con el espectrofotometro Beckmann,
DU 7500 utilizando celdas de cuarzo de 3.5 ml con 1 cm de trayecto optico. El andlisis se
realizd en un intervalo de 200 nm a 800 nm. Las muestras fueron preparadas con el fin de

obtener una absorbancia en el intervalode 0 a 1.

Las mediciones por espectroscopia infrarroja se realizaron por la técnica ATR utilizando el

espectrofotometro ThermoFisher, Nicolet 6700. El analisis se realiz6 a temperatura y presion
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ambiente con muestras solidas y con muestras liquidas. El intervalo en el que se analizaron las

muestras fue de 4000 cm™" hasta 650 cm™".

6.3.1 Monitoreo de la reaccion por analisis de espectroscopia infrarroja

Se realiz6 el monitoreo de la reaccion para la formacion del producto 1a mediante el andlisis
de espectroscopia infrarroja. Luego de iniciar la reaccion, se tomd una alicuota de 40 pl y se
obtuvo su espectro a las 0, 5, 7, 24, 48, 72 y 168 h con la finalidad de investigar el

comportamiento del sistema en el transcurso de la reaccion.

A continuacion, se presenta un diagrama de flujo (Figura 7) para la metodologia que

comprende las principales etapas del trabajo experimental.

- ™ Q
= Monitoreo: Q./ g

i - Agregar agua et z
Pesar el MnCl = alicuotas cada Sh, Monitorear por

ylaL<camosina ~~ Gesmineraizadie 7h, 24 h, 48h, > FTIR-ATR
A RO 72hy 168 h

>

= 141 A

Analisis IR \ Caracterizar < Dejar en < Centrifugar y w !
y UV-Vis producto evaporacion lavar 3 veces
v |

7O
Pruebas de solubilidad”
y punto de fusion

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en este estudio.

7. Resultados y discusion

7.1 Sintesis tradicional del compuesto de coordinacion

La reaccion para la obtencion de 1a presento inicialmente un color amarillo claro (Figura 8).
En el transcurso de 48 h el color se mantuvo mientras se oscurecia lentamente. El siguiente
cambio de aspecto se not6d después de 54 h, donde la disolucidon se empezd a opacar por la

presencia de sélidos suspendidos. Estos pequefios sélidos después de las 96 h en agitacion se
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tornaron a un color café oscuro. Hasta las 168 h se conservo el tono café opaco; ademas,

siguieron las formaciones de solidos pequefios en la reaccion.

Figura 8. Productos 1a y 1b (a) al empezar la reaccion, (b) al finalizar la reaccion, (c) s6lido

obtenido 1a evaporado (aumento 5x) y (d) solido 1b evaporado (aumento 5x).

La suspension se traspasd a un microtubo para someterla a centrifugado con el objetivo de
separar el solido suspendido del disolvente. La suspension logrd separarse en dos fases, una
superior de liquido transparente color amarillo claro y una fase inferior donde se observo la
presencia de un precipitado café oscuro. Se realizd por triplicado un ciclo de lavado-
centrifugado con agua desmineralizada. Los sélidos obtenidos fueron evaporados durante 72 h
a temperatura y presion ambiente hasta tener un aspecto seco, el so6lido obtenido present6 la
formacion de laminas delgadas conservando el color café con la presencia de puntos brillantes
sobre la superficie del solido (Figura 8c). En esta sintesis fue recolectado un total de 2.6 mg,

lo que representa el 1.1 % del rendimiento de reaccion.

La disolucion de la reaccion para obtener el producto 1b tuvo un comportamiento similar de
reaccion a la, donde se observaron los mismos cambios de color y tonalidad durante la
reaccion lo que indica que la reaccion es reproducible. Después de completarse el tiempo de
reaccion, se incorporaron a la mezcla de reaccion 4 ml de acetonitrilo en incrementos de 1 ml,
a partir de la adicion de 3 ml de acetonitrilo, se pudo observar la separacion en dos fases
liquidas. La fase liquida superior se presentd inicialmente como blanca opaca y con el
transcurso del tiempo fue cambiando una apariencia transparente. Por otro lado, la fase liquida
inferior se presentd como una suspension de tonalidad café opaco. Para la separacion, se extrajo
con una pipeta la porcion de la fase liquida superior, posteriormente se llevo a cabo el proceso
de lavado-centrifugado con agua desmineralizada por triplicado para el producto café presente

en la fase de inferior, este fue dejado en evaporacion durante 72 horas hasta observar un sélido
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seco el cual mostro una apariencia granulada de color café ligeramente mas claro al observado

en 1a lo que sugiere que la composicion de ambos solidos podria variar (Figura 8d).

Se obtuvo 6.8 mg del producto 1b, una cantidad mayor en comparacion con el proceso anterior
1a. Considerando la masa medida de los reactivos, el rendimiento fue de 2.8 % con respecto
al total en masa. La otra parte de los reactivos suponemos quedo presente en las aguas madres,
el aumento en la cantidad del producto 1b sugiere que la adicion de acetonitrilo contribuy6 a

la precipitacion del producto de reaccion.
7.2 Determinacion del punto de fusion

Durante el analisis de L-carnosina, el reactivo se fundio a 250 °C, coincidiendo con los valores
reportados en la literatura®’. A partir de los 253 °C se observo un oscurecimiento del material
lo que sugiere su descomposicion *’. La determinacion de los puntos de fusion de L-carnosina
se realizd con el proposito de compararlos con los resultados obtenidos en el analisis de los

productos.

El producto de reaccion 1a no tuvo cambios de color o de estado cuando se elevo la temperatura
de la muestra hasta 300 °C. Se descartd la idea de carbonizacion o descomposicion del
producto al no haber olor a quemado o presencia de humo. Ademas, los s6lidos se mantuvieron
en su estado original, sin mostrar adherencia al cubreobjetos utilizado en el analisis. Por otra
parte, la muestra del producto 1b no mostré cambio de estado al aumentar la temperatura, pero
su tono oscurecio un poco a 218 °C y se volvid a oscurecer a 253 °C. No se percibio olor a
quemado o presencia de humo y se descarta que haya ocurrido carbonizacion o descomposicion

del producto. Al final, no hubo formaciones de burbujas ni se deformaron los solidos.

La diferencia en el comportamiento de los productos en comparacion con la L-carnosina
durante este estudio, aunado al cambio de color de las sustancias, sugiere la posible formacion

de nuevos compuestos en el transcurso de la reaccion.
7.3 Pruebas de solubilidad

Se realiz6 la prueba de solubilidad para L-carnosina, el cloruro de manganeso(Il) y los
productos 1a y 1b con los disolventes descritos en la Tabla 2. Se evalu6 el resultado como:

(-) no soluble, (+) poco soluble, (++) medio soluble y (+++) muy soluble.
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Tabla 2. Pruebas de solubilidad (disolvente y constante dieléctrica)

H20 DMSO MeCN DMF MeOH EtOH i-PrOH BuOH

(81.0) (450) (38.0) (36.1) (32.65) (24.55) (18.3) (17.5)

la - +
1b - - - - - - - -
L-car +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
MnCl; +++ +++ - - +++ +++ - -
THF AcOEt CHCIs EtOEt Benceno Heptano Hexano
(7.6) (6.02) (4.8) (4.3) (2.3) (1.92) (1.89)
la - - - - - - -
1b - - - - - - -
L-car +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

MnCl,  +++ - - - - - -

7.4 Monitoreo del valor de pH durante la reaccion

El pH inicial oscilo6 entre 8.5 y 9 mientras que, a partir de las 72 horas, el pH se mantuvo en el
intervalo de 9.5. Al concluir la reaccion, el pH alcanzé un valor de 10. Durante el cambio de
pH (Figura 9) puede haber liberaciéon de agua desde la esfera interna de solvatacion. [ref]
También, cambios en la protonacién del imidazol y la amina primaria (Figura 4). Este
incremento en el pH representa un aumento de las especies con carga negativa -1 (Figura 4) o

disminucién de las especies neutras de L- carnosina®.

Fin de reaccidn, sin mas
10.0F cambios de opacidad o tono _H
Cambio a rd
marron opaco
9.5 -
/
%_ Tono transparente PH 6.83-9.5 PHY.5+
oscurece un poco HN) HN™T)\
9.0 " u o N o N
+ 0 0
i / H3N/\_)'L|NI HzN/\)J\u
0 0
Carga Neutra Carga I-
8.5F
I IR IR I

2040 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (h)
Figura 9. Variacion del pH a lo largo del tiempo de reaccion.
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7.5 Andlisis mediante espectroscopia infrarroja por Reflectancia Total Atenuada

La L-carnosina estd compuesta por los dos aminoacidos, la f-Ala y la L-His. Cuenta con los
grupos funcionales de amina alifatica primaria, el anillo aromatico de imidazol, la amida
secundaria y el grupo carboxilato. Por los valores de pH observados durante el monitoreo, se
consideraron dos especies para los andlisis por espectroscopia (Figura 4). En el intervalo de
pH entre 8.5 y 10 el dipéptido estd presente como zwitterion** de carga neutra y anién

respectivamente.

La identificacion de los grupos funcionales resulta util para determinar si se forma un enlace
de coordinacion o se rompe un enlace en la estructura de L-carnosina. Ademas, la presencia
del metal a través de un enlace de coordinacion puede afectar la constante de fuerza o la masa
reducida al involucrar mas centros de masa, lo que desplaza las bandaas. A continuacion, se

realiza el analisis de los espectros IR obtenidos para los productos 1a y 1b (Figuras 10 y 11).
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7.5.1 Andlisis del espectro por FTIR-ATR del producto 1a

En el espectro del producto 1a (Figura 12, Tabla 3) se presentd un estiramiento ancho de
intensidad media entre 3297 cm™ a 3159 cm! por la presencia de agua que corresponde a una

region donde se ubican enlaces de hidrogeno con dtomos electronegativos.

T

0.99

066~ 3239 N-H;

033+ — L-car 28521 CH 2157 Zvjvitterion

I 1253 H-NCO |
0.00f  2660HNCO 4 3

. 691 imH
099F } 1860 iH adt
e S
Vel

Transmitancia

Mﬂ\?’\uwwf\h‘w"’w 3
! 838 imH

0.66

T

T

0.33

1644 C=0, 1399 COO !
0.00r | | | 1 | | : il
N I I S S P T U T S I S B B

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 12. Espectros por FTIR-ATR para L-carnosina y el producto precipitado 1a en estado
solido a partir del centrifugado para region (a) 4000 cm™ a 650 cm™.

Los estiramientos de amina primaria alifatica no se distinguen por el solapamiento de bandas.
La banda ancha débil en el hombro a 2925 cm! se debe a los enlaces C—H> de la cadena alifatica
se encuentra desplazada hacia mayor la energia y se interpreta como una interaccion del anillo

de imidazol con el ion metalico.

El estiramiento simétrico ancho en 2660 cm™! es del enlace OCN—H de amida secundaria, la
banda aparece sobre el hombro del estiramiento de agua, luego de que se reduce la intensidad

de la banda asignada al estiramiento asimétrico en 2622 cm’'. El estiramiento asimétrico ancho
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Tabla 3. Asignaciones de las principales bandas de IR de L-Carnosina y los productos lay 1b.

L-carnosina la 1b Asignacion Ref.
3239 - — vaNair—H3 40
3054 - - VsNaiir—Hz 40
2854 2963 2882 vsC—H> 40
2660 2660 2667 vaOCN-H 40
2157 - - vsZWitt 68
1644 1634 1632 vsC=0 40
1560 1574 1567 vaimH 40
1460 - - vsimH 40
1399 1398 1393 vsCOO 40
1312 1307 1326 vsC—N+imH 40
1270 1275 1264 dimH 40
1253 1258 1253 SH-NCO 40

- - 1104 BMeCN 58
- - 952 vMeCN- 59
838 849 836 yimHdeform 40
691 683 668 timH 40
666 656 658 timH 40

de intensidad fuerte en 1634 cm™ es del enlace C=O de amida que se encuentra sobre un
hombro. Es dificil sefialar el centro de la banda, pero su desplazamiento hacia frecuencias
menores indica un cambio por donar densidad electronica al ion metalico. De ser posible que
actiie como base de Lewis, el ion metalico sustrae densidad electronica del oxigeno y puede
cambiar la energia de la banda. La flexién ancha sobre el plano en 1258 cm™ es del enlace H-
NCO de amida y tiene un decremento de intensidad. Se encuentra mezclada entre bandas por
la formacion de un nuevo compuesto o es pequeia al no estar presente como en la L-carnosina

pura. La banda ancha es causada por el imidazol y no cambia la energia de la banda N-H.

El estiramiento asimétrico ancho en 1575 cm™ corresponde al imidazol*’ y es de intensidad
més alta. Estd desplazada desde 1560 cm™ y segtin Torreggiani*® ef al. el estiramiento varia
segun la proporcion de tautdmeros. Ademads, el estiramiento hacia menor energia es asociado
al tautdbmero IN-H y es la banda en 1558 cm™. El posible arreglo espacial en presencia del
metal es restringido y limita la vibracion de los tautdmeros acercando las bandas. El
estiramiento simétrico en 1460 cm™! se asocia al anillo de imidazol y mantiene su intensidad,
pero ya no es una banda fina y definida. La modificacion del entorno quimico aumento la
intensidad de otras bandas y no se distingue la banda del anillo. El estiramiento asimétrico en
1307 cm! del enlace C-N es parte del hombro de otra banda ancha y se asigno por su cercania
al estiramiento registrado para L-carnosina en 1312 cm™.. La posible coordinacion del imidazol

al ion metélico debilita sus enlaces, por lo que, se desplaza la banda a menor energia. La flexion
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sobre el plano en 1275 cm™! ha desaparecido y no es una banda ancha aromatica, la intensidad

débil es probablemente para L-carnosina no coordinada. La torsion en 849 cm™ del anillo
imidazol es una deformacion y se ubica sobre el hombro de otra banda. Ya no se define una
banda fina sino una sola banda ancha a mayor energia por su coordinacién al ion metalico. Las
torsiones en 683 cm™! y 656 cm™! del imidazol son de mayor intensidad y se observa un aumento
en el ancho. La posible presencia del metal podria afectar las bandas, aumentando la intensidad

y desdoblando sobre la banda ancha los arreglos de imidazol detectados en 1a.

En resumen podemos concluir que del andlisis del producto 1a, la banda ancha por presencia
de agua® tiene su maximo sobre la regién donde se ubica la amina e impide indicar si un enlace
de coordinacion se forma. Encontramos desplazamientos de bandas en 1644 cm™ a 1634 cm™
para amida y su enlace C=0, ademas hay cambios en sus anchos y la intensidad de la banda
para H-NCO. La banda de imidazol se desplaza y aumenta su ancho mientras que los
estiramientos de C-N reducen su intensidad y son apantalladas por otras bandas pertenecientes
a L-carnosina contenidas dentro del espectro. La deformacion de imidazol esta desplazada
sobre un hombro ancho y la intensidad para torsion es elevada en ambos tautomeros. Por
Giltimo, la desaparicion de la banda asociada al zwitterion en 2157 cm™! se asocia al aumento
de la especie L-carnosina con carga negativa lo que coincide con el valor de pH 10 de la
disociacion de la reaccion. En la Figura 13, se proponen estructuras de acuerdo con los cambios

observados en FTIR-ATR para L-carnosina.
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(b)

NH,

©

. O |

Figura 13. Estructuras propuestas para el producto 1a, basadas en la espectroscopia infrarroja.
7.5.2 Monitoreo de reaccion 1a por FTIR-ATR

Se realiz6 un monitoreo de las bandas asociadas a L-carnosina disuelta durante su reaccioén con
cloruro de manganeso(Il) por un periodo de 168 horas, utilizando la técnica de FTIR-ATR.
Los detalles especificos y resultados se pueden consultar en la Tabla 4 y un espectro

representativo se ilustra en las Figuras 14 y 15.

Al monitorear la reaccidon, encontramos una banda de estiramiento ancho e intensa por la
presencia de agua formando puentes de hidrogeno. La banda ancha permanece hasta el fin de
la reaccion y varia poco su forma o desplazamiento del centro. El estiramiento fino con una
alta intensidad en 1653 cm™ es para enlaces C=0 de amida y se desplaza para unirse luego al
hombro en 1636 cm™!. Al tiempo de 48 h, el tamafio del hombro aumentd e intensificé la banda.
A las 72 h, disminuyeron el nimero de bandas para forma una sola banda ancha y aparecieron
solidos suspendidos. La flexion sobre el plano en 1240 cm™! corresponde al enlace N-H de
amida y es de baja intensidad por la posible interaccion del medio acuoso. La sustraccion
electronica en el oxigeno, desplazé la banda de flexion hacia menor energia en 1259 cm™ al

aumentar la electronegatividad del nitrogeno y la constate de fuerza del enlace con hidrogeno®’.
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El estiramiento simétrico en 1580 cm *!' corresponde al enlace de imidazol y se desplazé a

mayor energia respecto de la L-carnosina libre. La formacion, a 168 h, de una sola banda indica
la concentracion mayoritaria del estiramiento simétrico para los tautdmeros IN-H y 3N-H
ademas de estar mas estrechas las bandas. Durante las 72 h, se detectaron bandas débiles
cercanas a los estiramientos asimétricos, y es posible la presencia de L-carnosina disuelta. La
flexion ancha sobre el plano en 1268 cm™ es del enlace N-H y es una banda débil. Al término
de la reaccion, la banda se desplazo hasta 1259 cm™ indicando un cambio en L-carnosina. La
torsién fina en el plano en 681 ¢cm’, junto a la ultima banda en 663 cm™ son del anillo de
imidazol. Ambas bandas se desplazaron y cambiaron su intensidad, aumentando su ancho. La
interaccion del metal hace que la banda de torsion a 678 cm™'se desdoble en mas de una banda
que se traslapan sobre una sola banda ancha. El aumento del valor en pH se relaciona con la
interaccion del imidazol y el metal; ademas, el desdoblamiento de la degeneracion en orbitales

d causa cambios de color.

A las 24 h se detectaron dos estiramientos en 2917 cm™ y 2850 cm™ de enlaces C-H, y C-H.
El estiramiento en 2917 cm! tiene dos picos e indica presencia de C-Hz, mas probable, en
posicion 4 del imidazol y a 2850 cm™ es del enlace C-H para los hidrogenos asimétricos y
aromaticos. Los estiramientos se empiezan a percibir a las 7 h por la presencia del ion metélico

cerca de la estructura de L-carnosina.

Tabla 4. Bandas de la reaccion 1a durante el monitoreo de la sintesis tradicional
L-carnosina  Oh 5h 7h 24h  48h 72h 168 h Asignacion Ref.

2863 — — 2850 2850 — — - vaC—Ha 40
2175 2168 2168 2167 2158 2158 2160 2160  vZwitt 68
1635 1653 1653 1646 1646 1652 1632 1636  1.C=0 40
1576 1559 1559 1559 1559 1559 1582 1580 vsimH 40
1473 1473 1473 1473 1473 1473 1468 1475 vsC—N 40
1407 1397 1396 1396 1398 1396 1401 1399 v,COO"
1339 1339 1339 1339 1339 1327 1326 1326 vsC—C 40
1269 1256 1260 1260 1258 1267 1273 1268 SimN-H
1240 1251 1255 1250 1250 1255 1263 1259 S H-NCO O
826 83 827 83 821 816 827 819 yimHdefom ¥
681 678 684 688 685 686 689 681 timH 40
667 656 661 668 655 659 661 663 timH 40

Las primeras bandas en cambiar durante el monitoreo fueron las bandas anchas asignadas al
imidazol, luego las bandas de atomos de hidréogeno de arilo y aromaticos y por ultimo la
intensidad y hombros de amida. La cantidad e intensidad de bandas se fue reduciendo durante

la reaccidn e indica formacion de un nuevo producto. Un aumento en la intensidad gradual de
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bandas para imidazol, amida y bandas en la huella digital indican una nueva especie de L-

carnosina.
7.5.3 Analisis del espectro de FTIR-ATR del producto 1b

En el espectro de FTIR-ATR del producto 1b (Figura 16) se observa de nuevo la banda ancha
de estiramiento para O-H del agua sobre la region de amina primaria entre 3355 cm™! y 2891
cm’!. El comportamiento ancho de la banda no deja distinguir las bandas vibracionales para la
amina primaria®’. El maximo de la banda se encuentra entre 3150 cm™ y 3058 cm™'. El ancho

de la banda se debe a la presencia de agua en el producto 1b.

El estiramiento asimétrico para el enlace H-NCO de amida en 2667 cm™! no esta definido y
forma un hombro en la banda ancha por presencia de agua. La banda de estiramiento a 1633

!'se asocia al doble enlace C=0 de amida*’, también se observa un aumento en el ancho de

cm’
la banda y su intensidad es mayor, lo que pudiera asociarse con la presencia de la banda O-H
asociada a la flexion sobre el plano de la molécula de agua alrededor de 1600 cm™. No obstante,
el hombro disminuye su energia y queda contenido sobre la banda ancha, existe un
desplazamiento por la formacion de compuestos de coordinacion. Las flexiones anchas sobre
el plano de la banda 1253 cm™ son el enlace H-NCO para la amida y describe diferentes
especies de amida con este hidrégeno. Al adicionar acetonitrilo la banda tiene hombros y se ha
mejorado la deteccion respecto al andlisis del espectro la. En presencia de iones de
manganeso(Il) coordinados a L-carnosina, es posible que moléculas de agua en la primera
esfera de coordinacién sea sustituidas por acetonitrilo de acuerdo con lo reportado por
Konieczna et al.>®. Lo que posiblemente reordené el entorno quimico del sélido suspendido

formando un precipitado diferente. El estiramiento simétrico en 1568 cm™

corresponde al
imidazol para la banda mas intensa de 1b, es una banda ancha con hombros definidos que ahora
se encuentra desplazada a mayor energia y no se distinguen los tautomeros. El estiramiento
simétrico en la banda 1326 cm™ muestra un desplazamiento que indica un aumento en la
energia. Este cambio se puede relacionar a enlaces con menos cardcter sigma (), si se han

acortado los enlaces aumenta la energia de enlace y favorece deslocalizacion aromatica de

electrones.
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La flexion ancha sobre el plano & en 1275 cm™ del enlace N-H y respiracion de imidazol

desaparece y se observé una banda débil en el hombro de otra banda a menor nimero de onda,

al desplazarse a menor energia, no se puede determinar con exactitud donde esta la banda,

0.99:

0661 3239 N-H, :
‘ | 2157 Zwitterion
2660 H-NCO |
033k . . 12060
L-car 2854C-H.

1253 HNCO
0.00 o - 1m
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3054/N-H,,
0.99 I

Transmitancia

1399 COO-

838 imH
0.66 |

T

033 —1b

0.00f

PR S T S ' .il.i..i.l...i.l...i.ili.i..l.
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

1

Figura 16. Espectros por FTIR-ATR para L-carnosina y el producto precipitado 1b obtenidos

del centrifugado para la region (a) 4000 cm™ a 650 cm™.

pero termina alrededor de 1264 cm™'. La deformacion ancha en 836 cm™ del imidazol es de
intensidad media y aparece del desdoblamiento débil de la banda 849 cm! para el producto 1a
luego de adicionar acetonitrilo. La banda puede ser ancha por una torsion de anillos de imidazol
que estan en diferentes arreglos quelato. Una torsion ancha con entre 668 cm™ y 659 cm™ de
mayor intensidad ha aparecido. En presencia del ion metélico se desdoblan debido al arreglo
de tautémeros (1N-H, 3N-H) y sus modos vibracionales. La posible coordinacién del metal
con el nitrégeno del anillo de imidazol puede restringir el movimiento y ayuda a detectar las

torsiones para diferentes arreglos.
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Las banda anchas de flexion en 1104 cm™! de CHj para acetonitrilo han aparecido y se puede

relacionar a la posible presencia de una interaccion®! con el metal. Un grupo sustractor de
electrones como el manganeso(Il) puede aumentar>® el desplazamientos de las bandas para
acetonitrilo. Ademas, hay otra banda para el modo de flexion sobre el plano en 952 cm™, otra
banda que también puede estar relacionada con el compuesto acetonitrilo y su presencia en el

producto.

A fin de cuentas, observamos que la banda ancha en 3110 cm™ se debe al agua presente.
Encontramos la banda de carboxilato en 1393 cm™ mejor definida como una sola banda ancha
a diferencia de L-carnosina, por la formacién de un compuesto de coordinacion*’. La banda
estiramiento de amida se desplaza hacia menor energia. Ademas, el anillo de imidazol presenta
una banda ancha con picos pequefios por la deformacion del anillo. La banda de estiramiento
en 2854 cm™! para los enlaces C-Hz se desplaza a mayor niimero de onda por aumento en la
constante de fuerza. La banda del zwitterion en 2162 cm™ ha desaparecido lo que sugiere la
presencia de L-carnosina con carga negativa. Por lo visto se ha obtenido un espectro mas nitido
sobre las bandas de imidazol y ain existen bandas anchas por presencia de agua o que no
permiten detectar otros modos vibracionales. En la Figura 17 se proponen estructuras para el

producto 1b a partir del analisis por FTIR-ATR.
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(b)

= NH,

©

Figura 17. Estructuras propuestas en el producto 1b por el analisis de infrarrojo.

7.6 Espectroscopia por UV-Vis
7.6.1 Analisis de UV-Vis de L-carnosina y MnCl»

Los espectros obtenidos durante el analisis de UV-Vis de L-carnosina en agua destilada

muestran transiciones w-m* en 212 nm?! (Figura 18).

0.9
L-car 0.01mM

212 m—m*

Absorbancia

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectro UV-Vis para l-carnosina en agua.
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El espectro del cloruro de manganeso(Il) fue obtenido en agua desmineralizada (0.01 mM) sin

absorcion mayor a 0.067 (Figura 19) para una disolucion de color transparente. El espectro de
UV-Vis tiene sefial de baja intensidad®® y posiblemente se deba a iones de manganeso(II)
disueltos. Todas las transiciones para una configuracion electrénica d° de alto espin (S=5/2)

son prohibidas por cambio de multiplicidad de espin®.

~——— MnCl,0.01 mM

546

AN

Absorbancia

1 L 1
500 600

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectro UV-Vis de MnCl; en agua.

7.6.2 Anélisis de UV-Vis para el producto 1a

En el espectro del producto 1a (Figura 20), a pesar de la baja solubilidad de la muestra que
restringe una absorcion mas intensa, se observa una banda en 211 nm, esta banda en la region
ultravioleta es indicativa de la presencia de L-carnosina. Todos los metales d° de alto espin

(S=5/2) tienen transiciones prohibidas por cambio de multiplicidad de espin®?.
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Figura 20. Espectro UV-Vis del Producto 1a en agua.
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7.6.3 Analisis de UV-Vis para el producto 1b

El producto de reaccion 1b (Figura 21) fue obtenido en agua para registrar una sefal en la
region 7—x* con la banda 213 nm por la presencia de L-carnosina. El resto del espectro tiene
absorcion menor a 0.03 posiblemente por la baja solubilidad. Al observar en detalle la region
de 318 nm hasta 435 nm encontramos sefiales débiles. Todos los metales d°> de alto espin

(S=5/2) tienen transiciones que estan prohibidas por cambio de multiplicidad de espin®2.

0.9 318 346 %
\ / 435
o 0.6 /
‘S
s 216 m—m*
2
o
&2 0.3
< L L L L )
L V\ 300 400 500 600 700
0.0
L1 . I . I . I . I . I . ]
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 21. Espectro UV-Vis del producto 1b en agua.

8. Conclusion

En este trabajo se explor6 la reactividad de L-carnosina con cloruro de manganeso(II). Otros
estudios han demostrado que ocurren diferentes arreglos de coordinacion entre L-carnosina e
iones de metales de transicion. La hipotesis se cumple al haber obtenido un producto que
presentd cambio de color de amarillo a café. Por el analisis de FTIR-ATR encontramos
cambios en L-carnosina para bandas asociadas a los grupos amida e imidazol. También se
observaron nuevas bandas de agua en 1a y 1b. Mientras que solo para 1b, aparecieron dos
bandas de acetonitrilo. Para justificar este cambio en las bandas de 1b pudo ocurrir un
reordenamiento de las esferas de solvatacion al agregar acetonitrilo. El monitoreo de la
reaccion la dejo en evidencia cambios en las bandas de L-carnosina mientras se formaba un
nuevo espectro para el producto 1a. Se observaron nuevas sefales de baja absorbancia en el
espectro de UV-Vis que posiblemente se deba al desdoblamiento de la degeneracion en
orbitales d. Las transiciones n-n* de L-carnosina estdn presente en los productos 1a y 1b lo

cual sugiere su presencia en el nuevo producto color café. La mezcla de la sal metalica con
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interaccion idnica y el ligante organico con enlaces covalentes puede ser la explicacion al punto

de fusion por encima de 300 °C. Ademas, la baja solubilidad del compuesto en DMF como

resultado similar a otros compuestos de coordinacion para manganeso(11)%.
8.1 Propuestas a trabajos futuros

Con el objetivo de identificar de manera amplia la reaccion y los productos obtenidos se puede
realizar la sintesis en otros disolventes y encontrar posibles métodos de separacion con
disoluciones no polares o DMF. También se puede realizar la sintesis ajustando el valor de la
temperatura o el valor de pH con buffers para hallar diferencias en los mecanismos de reaccion
y estructuras obtenidas. Se puede realizar el andlisis por de convolucion de sefales para los
espectros y encontrar posibles bandas ocultas. Para empezar a estudiar la composicion quimica
se puede hacer los analisis de termogravimetria y calorimetria de barrido. Por tltimo, intentar
obtener la formacion de monocristales por evaporacion lenta y comparar la actividad
antioxidante de SOD2 respecto a los productos 1a y 1b, o la actividad antibacteriana de estos

ultimos.
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Anexos

Pruebas de solubilidad

Imagen de las placas puntuales después de realizar la prueba de solubilidad para los 15

disolventes con los productos de reaccion 1a y 1b. A recordar, la diferencia del compuesto 1b

es la adicion de acetonitrilo antes de centrifugar.

Figura Al. Placas puntuales de las pruebas de solubilidad.

Imégenes adicionales bajo el microscopio dptico.

Figura A2. Imagen capturada a través del microscopio Weiss del producto 1a compactado.



