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Capitolo 1

La terapia chelante

1.1 Introduzione

Molti ioni metallici svolgono un doppio ruolo nelfssiologia dell'organismo: alcuni
sono essenziali per la vita, altri tossici. Gliegsgali servono per il funzionamento delle
cellule procariote ed eucariote (17 dei 30 elemessienziali per la vita sono metalli).
Alcuni hanno solo effetti tossici (cadmio), mentaéiri, essenziali per il normale
funzionamento cellulare, sono tossici a concentrazelevate: i metalli che cadono in
questa categoria comprendono _il raruen cofattore essenziale per molti enzimi
ossidativi, come per esempio catalasi e peros$jdbasbbalto (un cofattore essenziale
per la vitamina B), il manganesqun cofattore in molte reazioni enzimatiche che
coinvolgono la fosforilazione, il colesterolo e $mtesi degli acidi grassi), il ferro
(richiesto per I'emoglobina), il seleni@essenziale per la glutatione perossidasi) e |l
molibdeno(un cofattore essenziale per la xantina ossidéaldeide ossidasi, richiesto
anche nelle piante per fissare I'azoto atmosfedttoaverso i batteri). L'abilita dei
metalli sia di distruggere che di nutrire ha partatio sviluppo di molti e complessi
meccanismi cellulari per regolarne la locazioneaedisponibilita intracellulare. Le
strategie di controllo richiedono per il loro fuamamento la disponibilita dei metalli in
alcuni componenti cellulari, ma la presenza di fusessi metalli in altri componenti
pud essere pericolosa e nociva per I'organfsmo

I metalli e i composti metallici possono esseredst per ingestione, inalazione e per

assorbimento attraverso la pelle (mercurio e cotpoganometallici).



I metalli e i composti metallici assunti oralmenengono principalmente assorbiti nel
tratto intestinale e lI'assorbimento avviene attraweprocessi di diffusione dovuti a
gradienti di concentrazione; in particolare, peenanti essenziali come il ferro,
esistono degli speciali meccanismi di trasporto.

Quando inalati, i gas ed i vapori idrosolubili veng disciolti nelle mucose della
regione rinofaringea e tracheobronchiale, mentreligmmeno solubili raggiungono le
zone terminali delle vie respiratorie e gli alvepblmonari, per poi immettersi nel
circolo sanguigno e linfatico.

Una volta assorbiti, gli ioni metallici e i loro egosti entrano nel circolo ematico,
legati principalmente alle proteine del plasma sagyp. Attraverso il circolo
sanguigno i metalli vengono distribuiti nell’organid.

Il comportamento di un metallo in condizioni fisagiche dipende in modo essenziale
dalla sua “speciazione”, ovvero dalle diverse forinecui esso si trova in un
determinato ambiente.

Dallo studio termodinamico degli equilibri in sola@e e, quindi, dai valori delle
costanti di formazione dei complessi che si otteilng®i possono determinare le varie
specie presenti in soluzione e le loro concentrazio

L’approccio termodinamico si applica allo studionaolecole leganti che interagiscono
con gli ioni metallici siano essi essenziali p@rdianismo vivente o capaci di produrre
effetti tossici per accumulo. Queste molecole assworun interesse di tipo biomedico
in quanto potenzialmente applicabili nei processi sgostamento di un metallo
dall’organismo umano (terapia chelante) nelle pafiel dovute ad accumulo di metalli

pesanti.



1. 2 Laterapia chelante

| metalli tossici esercitano molti dei loro effettvversi formando complessi metallici
con gli enzimi, DNA, o altre molecole che si trovamell’organismo. Questi complessi
metallici molto spesso hanno proprieta che diften notevolmente dalle molecole
originarie (enzimi o DNA). Un aspetto dunque rilet@aé I'uso di agenti chelanti come
farmaci per rimuovere i metalli tossici dai siti g@ali essi sono legati in vivo. L'uso di
un agente chelante come farmaco dipende dall’aldiicompetere efficacemente con i
siti naturali di coordinazione per formare un coegsl con lo ione metallico tossico.

Questo processo di detossicazione puo essere smitte:

Metallo (nel sito di legame in vivo) + agente clmé¢a—

sito di legame in vivo + Metallo-agente chelante

Gli studi sulluso degli agenti chelanti come amtaigti dei metalli tossici inizio nel
1940 e da quella data la letteratura e cresciutaiderevolmente.

La parola “chelation” fu ideata dal chimico ingle§&ilbert Morgan nel 1930 per
descrivere il legame che avviene quando una datacola (legante) e legata ad uno
ione metallico da uno o piu dei suoi atomi. | coegsi metallici risultanti hanno spesso
proprieta inusuali come l'abilita di essere risati forme otticamente attive e una
stabilita maggiore rispetto ai complessi analoghiquali i gruppi legati al metallo non
appartengono alla stessa molecola. Questa differ@ngtabilita diventa piu pronunciata
se si considerano soluzioni sempre piu diluite.

Questo fattore riveste particolare importanza daim@nto che lo scopo principale del

trattamento delle intossicazioni da metalli medidhitilizzo di agenti chelanti e quello



di complessare gli ioni tossici sotto condizionll@euali sia il metallo che il legante
sono presenti in soluzioni diluite nel plasma sagigoi o nei vari tessuti.
Questo € dimostrato dal confronto del comportameieidammoniaca (NkB) e della
trietilentretrammina (TRIEN) nel legare il rame) (@ diluizioni crescenti. Le costanti di
stabilita per i corrispondenti complessi sono:

CU’*+ 4ANHs g [Cu(NH),**

.[CU(NHS 421+]
lcu? [NH,]*

K=10°

CU**+ TRIEN#= [Cu(TRIEN)f"

[CuTRIEN)*
lcu* [TRIEN]

K=18°

Agenti chelanti come il TRIEN sono capaci di legdoeione metallico molto piu
efficacemente di un legante semplice come ENH

Infatti una soluzione 0.1 M di [Cu(N§1>* & dissociata in misura di circa I'1%, mentre
una soluzione 0.1 M di [Cu(TRIEN)] & dissociata solenisura di circa £10%%°.

| composti attuali usati in terapia chelante sooellgper i quali I'esperienza clinica ha
fornito alcune giustificazioni in termini di dispitilita, efficacia e abilita a controllare
gli effetti collaterali. Il requisito principale din agente chelante, & la formazione con
uno ione tossico di un complesso piu stabile dilgdermato con il suo sito di legame
in vivo.

Quando un legante interagisce con un metallo, guestrazione puo essere “positiva”

0 “negativa”. Per esempio, un aumento di tossipiid avvenire quando il legante



protegge il metallo dai normali processi di disg#icazione o ne incrementa la capacita
di indurre stress ossidativo, o ne modifica la cépali attraversare le barriere.

Il chelante ideale deve, quindi, ridurre la togasicdel metallo favorendone la
mobilizzazione dal suo comparto e I'escrezione, odificandone lo stato di
ossidazione.

Nel design di una molecola con funzione di chelargieconfronti di specifici metalli si
deve tener conto dell’affinita del legante nei confi dei metalli stessi: se il metallo ha
caratteristichédard il legante deve contenere gruyaird; se il metallo ha caratteristiche
softil legante deve contenere gruppit Il legante deve essere selettivo nei confronti di
un determinato metallo e non coordinarne altripamticolare non dovrebbe interagire
con i metalli essenziali. Parametri importanti [@scelta del chelante sono la stabilita
dei complessi, la velocita di formazione e la skecietria di reazione. Se il legante ha
caratteristiche acido-base e indispensabile anchescerne le costanti di acidita.
Affinché un legante possa essere utilizzato com@deo € necessario conoscerne la
farmacocinetica (le trasformazioni del farmaco adera dell'organismo) e la
farmacodinamica (le azioni del farmaco sui divergiani).

La concentrazione di un legante all'interno detfanismo dipende dal suo trasporto e
dalla trasformazione chimica delle sue molecole.

Il legante viene trasportato nell'organismo o peasferimento all'interno di
compartimenti fluidi come il sangue o per diffuston

Il grado di diffusione di una sostanza dipende edaimensioni delle molecole (il
coefficiente di diffusione é inversamente proponzie alla radice quadrata del peso

molecolare) o dalla polarita (un’elevata solubilith mezzi non polari permette



I'attraversamento delle membrane). Il superameatle anembrane puo avvenire anche
attraverso canali ionici 0 mediante trasportatori.

Nel processo di permeazione € importante consieléraalore di pH, poiché il legante,
acido o basico, puo presentarsi in forma protooadieprotonata. Per un acido debole

vale la relazioneHA &2 A+ H" il cui pKa pud essere espresso come:

pPK, = pH + Iog—[AH]

[A7]
Nel caso di una base debole un’analoga relaziovaiéa per il suo acido coniugato
BH™. Le forme ioniche BHe A hanno una solubilita molto bassa nei lipidi e noncs
in grado di attraversare le membrane cellularistibilita di B o AH dipendera invece
solo dalla natura chimica del legante. Il pH e duila ionizzazione delle molecole
regolano anche la concentrazione stazionaria dgnte in vari comparti con pH
significativamente diversi. Le differenze di pH lugnzano in maniera determinante
I'escrezione renale e il superamento della bareanatoencefalica, mentre influenzano
solo limitatamente I'assorbimento gastrointestinalequanto il maggior assorbimento
avviene nellileo (pH 8.0) che ha una superficisagbente efficace molto maggiore di
guella gastrica (pH 1.5).
Il compartimento non polare piu esteso e il grassbassorbimento e regolato dal
coefficiente di ripartizione acqua-ottanolo. Undatg assorbito nel grasso non avra
alcuna attivita farmacologica, ma costituira unsemva in comunicazione con il
comparto plasmatico.
Le vie piu comuni di eliminazione dei leganti o adeimplessi sono quella renale, il
sistema epato-biliare e i polmoni limitatamentgacse gassose o volatili.
Il metabolismo dei leganti o dei complessi avviessenzialmente in due fasi: la prima

porta alla formazione di un derivato e la secoridafarmazione di un coniugato.



Farmace—> Derivmat—> Coniugato
Ossidazione Coniugae
ldrdagione
Dealefzione
Deamamione
Il coniugato solitamente e inattivo, piu polarejiene escreto attraverso le vie biliari o

urinarie.

1.3 Il Ferro

Il ferro e il quarto elemento come abbondanza soitasta terrestre; si ritiene, in
particolare, che sia il principale costituente detleo terrestre ed il componente piu
abbondante delle meteoriti dette “sideriti”, comjpémmati dal ferro con I'ossigeno.

| composti pit comuni contengono l'ossigeno coneentite, la magnetite, la siderite
oppure lo zolfo come la pirite.

Il ferro € un metallo di transizione, ha numeronaitm 26, peso atomico 55.845 Dalton
e configurazione elettronica esternd44

Nei suoi composti, i numeri di ossidazione piu coimsono +2 e +3 con configurazione
elettronicé rispettivamente 3te 34.

Il ferro ha un ruolo fondamentale in biologia, t@lsporto e nellimmagazzinamento di
ossigeno.

Il corpo di un uomo adulto contiene circa 4g dirdefcioé [0 0,005 % del peso
corporeo), di cui 3g sotto forma di emoglobinateliro fu il primo elemento in tracce
riconosciuto come essenziale per 'uomo; nel 168hedico T. Sydenham utilizzo il

ferro “immerso in vino del Reno” nel trattamentd'daemia.



Gia a pH:1 lo ione Fe(lll) in soluzione acquosa inizia anfiare complessi con lo ione
ossidrile per cui lo studio degli equilibri in salane presuppone I'approfondita
conoscenza di questi equilibri nelle condizionirgpentali usate. La difficolta nello
studio dell'idrolisi del Fe(lll) & dovuto all'inabilita delle forme intermedie e alla
tendenza a formare specie polinucleari che tendgmecipitare.

Le specie ossidrilate presenti in soluzione sorg@F)(HO)s]**e [Fe(OHY(H-0)] “ e

le reazioni principali sono:

[Fe(H:0)s]** = [Fe(OH)(HO)s* + H"  [B1=2.75

[Fe(H:0)e]*'> [Fe(OH)H:0)" +H"  [B2=6.99

A pH>3 inizia la formazione della specie neutra®id); (pKs =10>®%) che precipita in
forma colloidale rosso-bruna e la cui struttura peariare con le caratteristiche
chimiche della soluzione e con la temperatura

| sali di Fe(lll) si sciolgono in soluzioni moltaige (pH 1), a pH piu alti idrolizzano
formando idrossocomposti solubili gialli; a pH arewomaggiori formano specie
colloidali fino al FeO(OH), un ossido idrato bruno.

Il potenziale della coppia Fe(I)\Fe(lll) € 0.771pkr cui all’aria lo ione Fe(ll) si ossida
a Fe(lll), la reazione & favorita in ambiente basita avviene anche in ambiente acido.
2F +1\2 O +2H —> 2FE"+H,0 E° =0.460 V

Fe(OH}+ OH — 1\2 FgO; BH,0+ € E° =0.560 V
Il Fe(lll) forma prevalentemente composti ottaeidric
La preminenza del ruolo del ferro in biologia tifeela sua versatilita chimica, cioé la
spontaneita della reazione di ossidazione da Fa(Fe(lll). Questa capacita & stata

sfruttata dalla natura utilizzando il ferro nelspparto elettronico citocromi€o



| citocromi sono degli organuli cellulari in cuiférro presente allo stato di ossidazione
[I, & racchiuso in un anello porfirinico. Il lorauwlo consiste in un’azione mediatrice
nell'ossidazione metabolica del glucosio da paetassigeno molecolare (respirazione
e trasporto elettronico), che si realizza appareatge in una serie di stadi, in ciascuno
dei quali lo stato di ossidazione del ferro passatinuamente da +2 a +3 e viceversa.
Poiché sono coinvolti diversi citocromi, il poteald di ossido-riduzione di ciascuno
stadio aumenta progressivamente formando cosi radignte redox’. In tal modo e
possibile la graduale liberazione di energia asgacai processi di ossidazione del
glucosio ed il suo immagazzinamento sotto formaT®.
Il ferro, come l'ossigeno molecolare, e essenzi@ela vita ma allo stesso tempo puo
essere una sostanza altamente tossica se preselideforma libera ad elevate
concentrazioni. Per questo motivo in natura esssttomplessi sistemi biochimici per la
sua distribuzione sicura, il trasporto e I'utiliZzo
L'importanza funzionale del ferro, associata allaa sscarsa biodisponibilita, ha
obbligato gli organismi viventi ad adottare sistedii riciclaggio del metallo e a
sintetizzare proteine che lo mantenessero in smheze al contempo evitassero la sua
pericolosa disponibilita a fungere da catalizzatostla reazione di formazione di
dannosi radicali idrossili a partire da anione sapgido attraverso la reazione di
Fenton:

0, + QO +2H" - H0:+ O,

O, +Fe'- FE€'+ O,

FE' + H,0, - HO +HO +Fe’*



Nei vertebrati questa funzione € esplicata in sdeacellulare dalla trasferrina e in
sede intracellulare dalla ferritina, molecola sfarformata da 24 catene polipeptidiche,
o subunita, che racchiudono una cavita entro ldeggigpossono depositare fino a 4000
atomi di ferro; questa rappresenta la sede di diepael metallo all'interno della
cellula. Ambedue conservano il ferro nella forma(llfe che non catalizza la
produzione di radicali; in particolare la ferritinehe agisce all'interno della cellula,
dove risiedono i principali potenziali bersagli diElnno ossidativo mediato dal ferro,
svolge la sua azione trasformando il Fe(ll), altateeeattivo, nel meno tossico Fe(lll)
e sequestrando quest’ultimo al suo interno.
La quantita di ferro presente nel corpo dipendd’adalorbimento gastrointestinale.
L’assorbimento avviene lungo tutto il tratto gasitestinale ma e maggiore nel
duodeno e nel vicino digiuno. Il meccanismo coigectiue fasi:

* un processo attivo, enzimatico o di trasporto, pn@idante in presenza di una

dieta equilibrata;
* un trasporto passivo del primo ordine che si attiv presenza di alte dosi di
ferro.

L’escrezione giornaliera varia da 0.5 a 2 mg, awiprincipalmente attraverso le feci,
la desquamazione della cute, della mucosa gagtritsa capelli e solo alcune tracce del
metallo sono eliminate attraverso la bile e il gedo
La produzione di radicali idrossili catalizzata dalro mediante la reazione di Fenton
spiega l'elevata citotossicita dell’elemento, itifdé risultante perossidazione lipidica
causa danni alle membrane plasmatiche e a quetkcatiulari dei mitocondri e dei

lisosomi.
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La dose letale di ferro per gli uomini e 180-300\Kgg ma anche dosi inferiori possono
essere letali per alcuni individui.

| sintomi che seguono l'assunzione di una doseatdevdel metallo sono dolore
epigastrico, irritazione gastrointestinale, vomitodiarrea, successivamente
sopravvengono disfunzioni epatiche, danni ai reollasso cardiovascolare e in molti
casi morte.

Quando viene assunta una dose letale di ferropiaantrazione del metallo nel siero
arriva a valori di 4-5 mg/L ed occorre intervengen una terapia chelante a base di
desferal.

L’accumulo cronico di ferro nell’'organismo umana@vuto principalmente a cause di
tipo alimentare, a un incremento di assorbimentiesimale di tale metallo e a
periodiche trasfusioni sanguigne.

L’emocromatosi invece e una patologia geneticaangliale I'iperassorbimento del
metallo &€ dovuto alla carenza di proteine necesgai la sua escrezione. L'eccesso di
ferro nellorganismo porta alla sua deposizionefaghto, nel cuore, nel pancreas e in
altri organi endocrini. Attualmente, la riduzionelld quantita di ferro viene effettuata
mediante salasso.

Altra patologia € la talassemia, fatalassemia majgrdove c’eé la completa assenza
della cateng della globina. L’emoglobina fetale € un tetrametrduea-globine e due
y-globine @2y2). Dopo alcuni mesi dalla nascita il gene per ksdrizione dellay-
globina viene sostituito da quello dellglobina, dando inizio alla produzione
dell’emoglobina adulta,3;. Un bambino affetto d&talassemia majosopravvive alla
fase fetale ma dopo alcuni mesi € incapace di predun’emoglobina adulta funzionale

ed € mantenuto in vita tramite le trasfusioni.
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Le basi molecolari della talassemia e la sequemrtagene della globina sono stati
ampiamente studiati ed e stata proposta la tedipi@odificazione genetica come cura
per questa patologia. Ma la complessita dellespoes del gene della globina
comporta un numero elevato di difficolta tecnicher puanto riguarda I'impiego di
questa terapia.

Il trapianto di midollo invece pud essere effettuablo in quei casi in cui esiste un
donatore compatibile ma comporta ancora un risdhidecesso del paziente del 10%
circa.

Attualmente i pazienti vengono trattati con unapéa chelante a base di desferal. Tale
chelante ha un’elevata affinita per il Fe(lll) enguete efficacemente con il ferro della
ferritina e dell’emosiderina ma non nella transfariQuesto farmaco e poco assorbibile
a livello gastrointestinale e per questo viene sonsimato per via parenterale.
Purtroppo provoca numerosi effetti collaterali.

Il chelante ideale per il trattamento dell’accumdidferro nell’organismo deve essere
selettivo nei confronti del ferro, efficacementesa@bibile nel tratto gastrointestinale,
non attraversare la barriera emato-encefalica eteawna bassa tossicita.

Nonostante i ben conosciuti successi del desfeléd terapia medica dell’accumulo di
ferro in pazienti talassemici, sottoporsi per urigo® prolungato di tempo a perfusione
sottocutanea per tutta la notte &€ problematicaafmemi pazienti, mentre in zone ancora
in via di sviluppo tale somministrazione e imprabide per motivi economici. A questo
proposito, la ricerca per chelanti del ferro chegamo essere assunti oralmente come
alternativa al desferal nel trattamento e nellar@neione di accumulo cronico di ferro,

sono oggetto di ampi studi negli ultimi decennigéesto scopo i chimici hanno usato le
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loro conoscenze per sintetizzare una vasta vatiathelanti, spesso prendendo esempio

dalla natura. Le proprieta desiderabili per un @htd del ferro sono:

specificita ed affinita per il ferro;

peso molecolare minore di 400 Dalton, per I'assodrnito gastrointestinale;

lipofilicita sufficiente per I'assorbimento gastnééstinale e la chelazione

intracellulare;

idrofilicita sufficiente per limitare I'assorbimemtial fegato.

In ambiente ossidativo e al pH fisiologico, la Speee’* & favorita rispetto a quella Fe

e il problema della terapia chelante per il ferrquella di stabilizzare lo ione ferrico.
Nella classificazione “hard e soft” degli ionifE** & hard e percio forma complessi pitl
stabili con leganti a base di ossigeno. La conéigiimme d del F€* favorisce la
coordinazione ottaedrica, perlopiu invariabilmen#dlo stato ad alto spin con leganti
poly-oxo. Gli orbitali molecolari dell'ossigeno eugjli dello ione metallico si
sovrappongono meglio nella coordinazione ottaedguando sono separati da uno
spazio di tre legami.

Negli ultimi 20 anni, sono stati sistematicamergstdti una grande varieta di leganti
contenenti ossigeno, (idrossamati, catecoli, idpirsdinoni e bifosfonati), come
farmaci potenzialmente attivi per via orale. Alcahiquesti purtroppo non presentano
appropriati valori di pM come chelanti per il fer(ib pM fu definito da Harris et &l.
come il logaritmo negativo della concentrazionekekg]ill) libero in una soluzione dove
la concentrazione del legante e|dMd e quella del metallo € @AM a pH 7.4). Il concetto
di pM é ora di uso comune per valutare l'efficaciaelante, tenendo conto della

competizione con il protone.
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Alcuni leganti, sebbene promettenti dal punto dtavichimico, presentano effetti tossici
e questo li preclude dall’impiego nella terapiaici&.
Molti siderofori naturali che contengono i gruppganti sopra indicati presentano un

effetto chelante molto efficiente come leganti esdalti.

1.4 L’alluminio

L’alluminio e il metallo piu abbondante sulla craderrestre (8,3 % in peso); come
elemento e superato solo dall’ossigeno (45,5%) sililzio (25,7%) e solo ferro (6,2%)
e calcio (4,6%) hanno abbondanze confrontabilinEastituente di molti minerali ignei
comuni, tra i quali i feldspati e le miche. Si teoanche in minerali meno comuni, quali
la criolite (Na&AlFe), lo spinello (MgALO,), il granato [(CgAlx(SiOy)z], il berillo
(BesAl,SigOsg), il turchese [AJ(OH);POH,O/Cu] e il corindone. Molte pietre preziose
sono forme impure di AD3;, come il rubino (Cr) e lo zaffiro (Co).

Il minerale piu importante dal punto di vista commoi@e e la bauxite che € una roccia
di colore che va dal rosso bruno al giallo cod@tuprincipalmente da Gibbsite e
Boehmite, che sono i veri minerali della Bauxitesiame ad altri idrossidi di alluminio,
sostanze amorfe e prodotti argillosi, che conferiscle varie colorazioni.

La bauxite viene estratta senza difficolta a cegberto poiché si trova normalmente in
grandi strati di spessore variabile dai 3 ai 10rinatpiccole profondita e facilmente
accessibifi°.

In soluzione acquosa, al di sotto di pH 5, I'allaioilibero esiste principalmente come
Al(H,0)*". Intorno a pH 7, l'alluminio si trasforma in M); estremamente
insolubile che polimerizza e forma un precipitatee si ridiscioglie quando il pH si

avvicina al valore di 8 per formare Al(OH)piu solubile.
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Quindi a pH fisiologico e in assenza di legantilliminio € insolubile e non disponibile
per le interazioni con I'organismo. Si lega fortenee all’ossigeno e al fluoro, meno
fortemente all'azoto e non ha essenzialmente #fiper i leganti a base di zolfo, per
cui tra i probabili leganti biologici per I'interaane con I'alluminio vi sono gli anioni
OH', PQ*, SQ’ e CHCOO.

Gli ioni con i quali I'alluminio potrebbe competeper i leganti nei sistemi biologici
sono il ferro, il calcio e il magnesio. L’ Alscambia 1bvolte piti lentamente del Mg

10 pit lentamente del G&e solo 1G/olte pit lentamente del Fe

Il raggio ionico dell’AP* & molto simile a quello del Eee dato che I'interazione ferro-
proteina avviene in seguito all’inserimento del aflet in cavita specifiche, questo
giustifica la provata interazione con la transfeari(Tf) e la ferritina. Il C& ha un
raggio ionico molto piti grande di quello dell®lper cui potrebbe competere con esso
solo per leganti piccoli come I'anione PO La bassa solubilita dei fosfati di alluminio
rispetto a quelli di calcio a pH fisiologico é statroposta come causa dell’accumulo di
alluminio nelle ossa.

La similaritd di carica, dimensione e velocitd dambio di legante tra Al e F&"
potrebbe favorire la competizione tra i due metalé in realta l'inibizione da parte
dell'alluminio delle reazioni Fe—dipendenti e disba significato biologico. Al
contrario, I'alluminio inibisce le reazioni che owblgono Md* e C&" avendo maggior
affinita di legame e piu bassa velocita di reazinaeconfronti dei leganti biologici che
non questi due ioHi

L’alluminio esiste solo come catione trivalente. keazioni con l'alluminio sono
caratterizzate da polimerizzazione, una lenta @aeti complessazione e una rilevante

idrolisi in soluzione acquosa.
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Il suo numero di coordinazione € 6 e infatti proglgomplessi ottaedrici. L’alluminio e
il piu forte ione metallico trivalente (forte acidib Lewis), il suo raggio ionico effettivo
e 0.5 A. E fortemente elettropositivo e non faciitee polarizzabile. Il legame Al-
legante € un’interazione non covalente, generaknainvolge legami ionici o
elettrostatici. L’Al preferisce coordinarsi con fiobasi di Lewis come OHF, PQ>,
SQ,%, CH3COO, ROH, ROe RNH2, che donano elettroni al suo orbitale elatto
vuoto. | complessi piu stabili dell’alluminio sorguelli con leganti multidentati con
atomi di ossigeno donatori carichi negativamente.

Un chelante € un composto che lega uno ione negtadlitraverso almeno due gruppi
funzionali, in cui ogni gruppo dona una coppia thtteoni per formare un anello
eterociclico. Per formare I'anello il legante dessere almeno due atomi donatori (il
fluoro, ad esempio, pud complessare ma non chékheminio perché ogni fluoro
forma solo un legame singolo con l'alluminio. lirténe denticita, che dal latino sta per
denti, denota il numero di atomi donatori che ileimte usa per legare il metallo. Questi
gruppi donatori formano complessi molto stabili d@luminio attraverso interazione
con i due gruppi -T2 L’affinita di questi leganti multidentati, che cemigono gruppi
ossigeno donatori negativi, per I'alluminio cresmmn I'aumento del numero e della
basicita dei gruppi donatéti

L’alluminio e il ferro sono acidi forti con raggomici simili (54 e 64 pm). Essi si legano
alle stesse proteine del sangue. Tutti i chelam#i & conoscono per il Fe sono pure
chelanti per l'alluminio, ma i complessi del feremno molto piu stabili di quelli
dell’'alluminio e questo e dovuto all’abilitd delrfe di riempire i suoi orbitali 3d
durante la formazione del complesso esadentatselezione e lo sviluppo di chelanti

per I'alluminio & stata largamente influenzata daglanti del ferro, piu intensamente
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studiata. La terapia chelante usata per ridurreolecentrazione di alluminio potrebbe

ridurre svantaggiosamente anche metalli essenziali.

Un legante efficace per I'alluminio dovrebbe possedle proprieta riportata nella

tabella 1:

Tabella 1: proprieta di un agente chelante peluhailniolz.

Proprieta di un chelante per 'alluminio

Effetti desiderati

Essere sufficientemente lipofilo da permeare
membrane per diffusione o servire da substrato
un trasportatore delle membrane.

Distribuzione ai  siti intracellulari d
immagazinamento dell’alluminio.

Essere una base forte

Si complessa fortemente con l'alluminio che é
acido forte

un

Avere un’alta selettivita e una selettivita ragiooie
per I'alluminio

Minimizzare I'impoverimento del ferro e di alt
metalli essenziali

Avere una costante di stabilita con I'alluminio g
grande di quella con altri leganti endogeni.

Rimuovere piu efficaciemente dai lega
endogeni

Il legante libero dovrebbe essere efficace a lungo

Avere il tempo sufficiente per complessa
I'alluminio che potrebbe ridistribuirsi fuori daitis
di immagazzinamento prima che I'Al libero g
complessato.

e

ia

Formare complessi ottaedrici con I'alluminio

Ridurre la tossicita dovuta alla parzig
complessazione del metallo

e

Formare un complesso solubile in acqua

Accrescere la rimozione dell’alluminio dai reni
ridurre quindi la tossicita

| complessi dell’alluminio devono essere sta
all'idrolisi al pH fisiologico e resistenti all
degradazione metabolica

Promuovere [l'allontanamento  dell’allumin
piuttosto che la sua ridistribuzione

| complessi dell’alluminio non devono essg
riassorbiti

Promuovere I'eliminazione dell’alluminio

Minima tossicita sia per i chelanti che per
complessi che formano

Diminuire la tossicita

Buona somministrazione

Facilita di somministrazione, vasta approvaziq
per l'uso, una piu sicura somministrazione
farmaco per un’applicazione potenziale per

ne
del

trattamento delle malattie neurodegenerative

Nelle condizioni inusuali nelle quali il

livello dalluminio tissutale comincia ad

aumentare sembrano presentarsi differenti disfumzioquali encefalopatia,
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osteodistrofia e anemia. L’esposizione all'alluminsi verifica per inalazione,
ingestione e contaminazione di fluidi intravendsi.fonte principale é rappresentata dai
farmaci come ad esempio l'idrossido di alluminieeci somministra ai dializzati per
abbassare il livello di fosfato nellintestit{o

Nonostante l'alluminio non sia un elemento essdeziana volta che penetra
nell’'organismo diventa biologicamente attivo. Nedlaa forma ionica ogni metallo puo
interagire con la funzionalita della cellula. Liathinio come altri metalli puo penetrare
la cellula senza un particolare meccanismo di actmniJna volta all’interno della
cellula, I'alluminio sembra avere una serie di #ffehe potrebbero essere spiegati
mediante l'interazione-interferenza con i sistem, Mg-, o Ca- dipendenti.

Nel 1972 Alfrey ed altri misero in allerta i nefogli circa i problemi neurologici nei
pazienti in emodialisi. L’encefalopatia era canatteata da disturbi della parola che
progredivano al cambio di personalita fino alla éema. Nel caso di una normale
funzionalita renale, I'alluminio non si deposita wiane escreto fino a quando vengono
ingerite dosi giornaliere di 3-5 gr, al contrario wremici accumulano alluminio fino a
livelli tossici. E’ stato riscontrato che nellinffigienza renale [lalluminio si
bioaccumula dai gel orali contenenti fosfati. Coomseguenza sono stati introdotti
nella dialisi gel leganti a base di calcio.

Negli individui con normale funzionalita renale fi@o una dose orale di alluminio puo
diventare biodisponibile in certe condizioni, acerepio in presenza di citrato. Un
repentino attacco di demenza, che conduce al decésstato riportato nel caso di
pazienti non sottoposti a dialisi ma ai quali etatas somministrata una dose orale di
citrato di sodio in combinazione con gel legantbase di fosfato e idrossido di

alluminio.
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La mancanza di riproducibilita di dati nell'accuroudi alluminio nei tessuti ha pero
nutrito lo scetticismo della comunita scientifi&ono tre i fattori che giocano un ruolo
preminente nell’alimentare tale incertezza:
= la difficolta di misurare accuratamente I'alluminidovuta ai bassi livelli di
concentrazione nei tessuti se confrontati con guelévati riscontrabili
nell’ambiente, rendendo la contaminazione dei camipin serio problema;
= la mancanza di informazioni circa la speciaziod&aguilibrio tra le specie nei
sistemi biologici;
= la scarsa conoscenza dei fattori che controllamedcanismi di assorbimento e
della biodisponibilita in presenza di leganti prosti dall’alimentazione.
L’esposizione cronica all’alluminio provoca effetteleteri di rimodellamento osseo.
sistema osseo rappresenta infatti I'organo di actordel corpo umano preferito da
questo metallo. L'alluminio assorbito dall'intessiabbandona velocemente il plasma
per accumularsi nelle ossa.
L’alluminio contribuisce ai disturbi ossei degliemnici interferendo nel meccanismo di
turnover (via diretta) e modificando I'attivita dehlcio (via indiretta). Per via diretta,
I'alluminio inibisce la mineralizzazione della ma# ossea formando cristalli nei siti
dove il calcio ordinariamente dovrebbe essere d&tos inibendo la produzione ossea
degli osteoblasti. Per via indiretta, I'alluminio deposita nella ghiandola paratiroidea
impedendo la normale produzione di ormone para@oi(PTH), alterando la relazione

tra PTH e calcio e tra il calcio sierico e il fosfo
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1.5 Argomento della tesi

L’argomento della tesi verte sullo studio degluiigri in soluzione del Fe(lll) e
dell’Al(1l1) con diversi leganti che possano essampiegati nella terapia chelante nelle
patologie umane associate alllaccumulo di ioni fheta

Il farmaco utilizzato attualmente nella terapialahée per la complessazione del Ferro

e il Desferal, il sale metan sulfonato della degfssammina B.(figural)

\% j/ CHs
Hy N/\/\/\ )%O

Figural Desferriossammina B

Il desferal, idrossilammina isolata dagli Streptoati, ha un elevata affinita per il
Fe(lll) e una bassa affinita per il calcio e congpefficacemente per il Ferro nella
ferritina e nell’emosiderina, ma non nella tragfaar In pazienti affetti d@-talassemia

e sottoposti a trasfusione, la terapia chelantergle necessaria gia dopo le prime 10-20
trasfusion®®. Il Desferal puo essere somministrato solo pefus@ne sottocutanea in
tempi molto lunghi, in quanto e caratterizzato d&mivita brevissima (20-25 minuti),
non pud essere assunto per via orale perché naorbaées attraverso il tratto
gastrointestinale e viene somministrato con dosR®H50 mg/Kg/die in perfusione
sottocutanea di 8-12 ore al giorno a mezzo di rméusori portatili.

Attualmente, la ricerca e indirizzata allo svilupgionuove molecole a causa del fatto
che tale farmaco, oltre al disagio della perfusjgmesenta una serie di effetti collateral

quali ipotensione, rash cutaneo e cataratta. Irstqudtimi anni e stato introdotto il
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Deferiprone o L1 (figura 2), sufficientemente edfie e assumibile oralmente, pur

presentando anch’esso effetti collaterali comerdiaglocitosi.

@)

OH
I\|I CH3
CH3

Big2. L1 o Deferiprone

Per questo motivo & di particolare importanzaantdrapia chelante la necessita di
studiare nuovi chelanti per il Fe(lll) e I'Al(llighe siano alternativi a quelli attualmente
utilizzati.

La scelta di un agente chelante, come visto primanfluenzata da parametri come la
stabilita dei complessi, la velocita di formaziomda stechiometria di reazionel.e
proprieta generali di un buon agente chelante selevata affinita e selettivita per il
metallo, cinetica di scambio veloce con le moleadie naturalmente legano lo ione
metallico nell’organismo, bassa tossicita, oppdrtualori di peso molecolare, di
idrofilicita e di lipofilicita. Poiché sia il ferrache I'alluminio in quanto metalli hard,
presentano grande affinita per l'ossigeno, la cdaesi € rivolta verso molecole
contenenti gruppi donatori a base di ossigeno cbmeippo ossidrilico, idrossamico,
carbossilico e bifosfonico.

Nel corso del lavoro verranno riportati i risultadello studio delle costanti di
protonazione dei leganti e delle costanti di sit@bilei loro complessi con Al(lll) e

Fe(lll).
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Per la ricerca sono state utilizzate tecniche dilisincome la potenziometria, la
spettrofotometria (UV-Visibile, Fluorimetria, NMR)e tecniche elettrochimiche
(voltammetria ciclica). Inizialmente sono stateedetinate le costanti di protonazione
dei soli leganti ad una forza ionica 0.1 M e almperatura di 25°C. Successivamente e
nelle stesse condizioni di temperatura e forzacesiono state studiate le reazioni di
complessazione dei leganti con il Fe(lll) e I'AljlRal fine di determinare le costanti di
formazione dei complessi.

Lo studio spettrofotometrico ha permesso di otteriaformazioni sul numero delle
specie assorbenti, sulle stechiometrie dei comiptdss si formano tra il legante e i
metalli e gli spettri dei singoli componenti.

Da tutte le informazioni ricavate € stato possifale delle ipotesi strutturali e calcolare
le energie di formazione dei complessi .

Infine noti i valori di pK dei leganti e le costamli formazione dei complessi € stata
calcolata la concentrazione del metallo libero digalari concentrazioni di legante e
metallo al pH fisiologico 7.4 ( pM = -log[M] libero per [L]=10°M e [M]=10°M)
potendo cosi confrontare i valori ricavati con djue€li altre molecole utilizzate
attualmente nella terapia chelante e valutare quogdettivamente l'efficacia dei

leganti.
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Capitolo 2

Tecniche Sperimentali

2.1 Il metodo potenziometrico

La potenziometria permette di studiare un sisteasdituito da un legante e un metallo
fatti interagire tra loro, attraverso la misuralaelariazione di concentrazione di una
delle specie presenti.

Spesso accade che i leganti in studio siano acidas deboli per cui & possibile
ricavare informazioni sulla natura del sistema maado solo la variazione del pH con
un elettrodo a vetro.

Il potenziale misurato all’elettrodo dipende datié@ta dello ione H attraverso la legge

di Nerst. In presenza di un mezzo ionico a conegrine elevata e costante, i
coefficienti di attivita si mantengono costantivakiare delle concentrazioni delle altre
specie presenti in soluzione purché queste siafasion (10%) a quella del mezzo
ionico.

Lalegge di Nerst espressa nel caso di B

E:E°+ﬂﬂlna . +E.
F H J

dove E & la forza elettromotrice (fem.) determinsgarimentalmente, %8l potenziale
standard dell’elettrodo, jEl potenziale di giunzione liquida della cella, & costante
universale dei gas, T la temperatura assoluta, déstante di Faraday e . I'attivita

degli ioni H'. Convertendo il logaritmo neperiano in quello deale, per T=25°C ed

esprimendo la fem in mV la relazione diventa:



E=K +5916[loga,.

L’attivita tiene conto dell’ interazione con l'inteo ionico della soluzione e viene
definita come la concentrazione attiva di una spatiquel contesto chimico. Attivita e
concentrazione sono in relazione tramite I'equazion

ay = Yy [hH+J
Il valore del coefficiente di attivity,, e costante se la forza ionica & costante; per cui,
se sono rispettate le condizioni esposte preceghemtie,y,, tende a 1 per cui risulta:

a, =|H°]

Per determinare le costanti di formazione dei cesgilin un sistema dove viene variata
la concentrazione idrogenionica, occorre conostéereoncentrazioni analitiche del
legante, del metallo e del protone (quest’ultimaurata nel corso della titolazione). La
concentrazione del protone libero viene determimatsurando sperimentalmente la
F.E.M. nella cella mentre quella del legante libgracava noti i pK di deprotonazione.
Le costanti di deprotonazione dei leganti si deteano eseguendo una serie di
titolazioni su soluzioni contenenti il solo legaetéa forza ionica.
Dalla relazione:

ni = [H]o—[H]i+[OH ]
[L]

dove [L] € la concentrazione totale del legante]o[ld concentrazione iniziale del

protone e [H]la concentrazione idrogenionica, per ogni puntititolazione € possibile
calcolare il numero medio di protoni legati n, chipende quindi dal pH, dal numero di

specie presenti e dalle costanti di deprotonazione.



Una volta noti i pK di deprotonazione del legante, costanti di formazione dei
complessi si determinano calcolando il humero metlideganti per ione metallico
utilizzando la seguente equazione:

Zi= [L] o—[L]i
[Me]o

dove Z = f Byq) € Bpgr € la costante globale di formazione del compless.riMg,
definita come:
pM+rL + gHEE MLHq

Bpgr= [MpLH¢]
[MP [L]" [H]*

Riportando in grafico Z contro log[L)i ricostruisce la curva di formazione dei
complessi. | metodi di calcolo impiegati partondlalatechiometria del complesso e da
una log@ iniziale proposti dall’'operatore, il valore diglp viene affinato col metodo dei
minimi quadrati.

Prima di procedere alla raccolta dei dati potenmewiti, occorre controllare
giornalmente la risposta dell’elettrodo, il suo ettiale standard e il titolo della
soluzione titolante. A questo scopo si titolanor@D di una soluzione contenente il
tampone di forza ionica e una quantita nota di H@mex nelle stesse condizioni
sperimentali di temperatura e forza ionica.

Ad ogni aggiunta di titolante, prima del punto e@lente, la concentrazione del

protone H & data da:

[H'] = (V°C® - V7C°7) /(V° + V1)



C°= molarita dell'acido
V°= volume iniziale della soluzione
V1= il volume di titolante aggiunto

°r= molarita del titolante
Sostituendo poi la concentrazione dirt¢l’equazione:
E = E° + (59.16/n) log[H'] + E;

la quale non é altro che I'equazione di Nernstunat posto del logaritmo neperiano e
presente quello decimale, la temperatura consele#aR5°C e il potenziale viene

espresso in mV, si ottiene:

VeCe - VTCOT — (Vo + VT) x10° E /0.05916

- E/0.05916
0

Riportando in un grafico i punti/x1 in funzione di \f per il primo ramo e

anche per il secondo si ottiene (Figura 1):

Vae= 1.0827 Vhe= 1.0831
G Eo= 402.78
L pEw=13.758

0 I ! I |
0 1 2
mL NaOH

Figural: Esempio di grafico ottenuto col metodo di Gran.



La taratura giornaliera dell’elettrodo & stata Emzata con il metodo di Gran
utilizzando il programma GRANPLOT. Le informaziooitenibili da questo grafico
sono il valore di Bdel potenziale dell’elettrodo e il pkw che deve raven valore
(113,75 alla temperatura di 25°C e in presenza ditampone di forza ionica 0.1M in
KCI. La perfetta linearita dei punti e indice di corretto funzionamento dell’elettrodo.
La mancata intersezione delle due rette sull’asfle dscisse indica che la soluzione di
KOH é carbonatata.
L’errore sul volume equivalente e:

[Vbe/Vae—%]100
dove Ve € Ve SONO i Volumi acido e basico. La soluzione di K@édscartata quando
I'errore € maggiore del 2%. Il titolo della baseegificato mediante titolazione con HCI

normex e ricavando:

[OHT] = (ML HCI « M HCI) / V

in cui si considerano i millilitri di HCI posti nia cella di titolazione, la molarita dell’

HCI utilizzato e il volume medio ¥ dato dalla media di e Vpe

Per la misura delle costanti di formazione acideganti sono stati titolati nelle

medesime condizioni sperimentali ( T 25°C, F.I. KLKCI).

Per la determinazione delle costanti di formazioeé complessi sono stati studiate
soluzioni contenenti il legante e il metallo in eligi rapporti molari 1:1, 2:1 e 3:1,
mantenendo costante la concentrazione del leghateostanti di formazione acide e
quelle dei complessi sono state calcolate col pmgra PSEQUABR e

HYPERQUAD.



2.2 Metodo spettrofotometrico

La spettrofotometria € uno strumento valido peddtucidazione di ioni complessi in
soluzione e per la determinazione delle loro cds@informazione. La potenza della
tecnica sta nel fatto che misure di assorbimenngativo possono essere eseguite
senza disturbare gli equilibri in considerazione.
La spettrofotometria si basa sulla legge di LamBesr:

A=¢gxcxl|
dove A é l'assorbanze il coefficiente di estinzione molare caratteristidi ogni
sostanza ad ogni lunghezza d’onda, ¢ e la conzémtie molare della specie assorbente
ed | e la lunghezza del cammino ottico espressamnQuando si considerano sistemi
con piu di un componente, in ogni punto dello speittvalore dellassorbanza sara la
somma dei contributi delle singole specie:

A= (8101 +&EC + ... ... +€nCn) x|

2.2.1 Decomposizione delle gaussiane spettral

Considerando un equilibrio del tipotB«=® C, le concentrazioni all’'equilibrio per le
specie analitiche a e b sono calcolate risolvemdequazione di secondo grado.
Supponendo di analizzare gNsoluzioni a concentrazione variabile dei reagenti,
registrando cioe N spettri e N; lunghezze d'onda, si possono riportare i dati

sperimentali in una matrice.



Soluzioni

A A, ... Ansl

A Ao Ll Ansl
Lunghezze d'ondpg ....... ... ... ..
MM, 1 Anwiz AnwiNs|

Per determinare i valori delle costanti K e i cmdnti di estinzioneg, si deve

minimizzare la funzione:

Nsi Nuwi
> Z (Aj,i_Acalcj,i)2

i=1 j=1

Partendo da un valore inizial€’ i calcolano 'Aj,lz Xi DSJ-, si determina K e si

reitera il calcolo fino all’autoconsistenza.

Utili informazioni sui meccanismi di formazione debmplessi si possono ottenere
dal’'andamento delle altezze dei picchi gaussiameé compongono gli spettri di
assorbimento in funzione del pH.

La forma del picco € matematicamente esprimibilmeana gaussiana che puo essere

scomposta in un numero n di gaussiane, seconaortaifa:

A = He KA-A) W,

H= altezza del picco



Ao = posizione del picco

Wo=ampiezza del picco

in cui H & un parametro lineafge Wy sono non-lineari. La procedura pud essere divisa
in due tipi di calcolo, uno lineare per la deterazione dell’altezza dei picchi e uno
non-lineare per la determinazione della posizionaed’ampiezza di banda. La

decomposizione delle bande é stata effettuatarogrpmma SPECPEAK

2.3 Titolazioni potenziometriche e spettrofotomeiche

Le titolazioni potenziometriche sono state effégu@on un titolatore automatico
Dosimat 665 Metrohm, connesso ad un pHmetro 69d\iet.
Gli spettri UV-Visibili sono stati misurati con uno
spettrofotometro Varian Cary50 equipaggiato di
fibora ottica a immersione (Figura 2) dotata di
puntali di differente cammino ottico (0,2 e 1 cm).
Mﬁk\m L’'immersione della fibra direttamente nella celia d
Figura2: Sondaafibraotiica.  fitglazione  permette  una  determinazione
contemporanea dei dati potenziometrici e spettoohetrici.
La cella di misura, (Figura 3) termostatata, comieun agitatore magnetico, un

elettrodo Long Life UNITRODE Metrohm ad alta alcéta, un dispenser di titolante,

un erogatore di gas Argon, un termometro e la fdttiaa.



o agitatore magnetico

Figura 3 : Assemblaggio della cella potenziometspattrofotometrica

Tutte le titolazioni sono state effettuate in presedi un tampone di forza ionica e alla
temperatura costante di 25°C o di 37°C.

L’intervallo di tempo fra le aggiunte e stato temgbstante pari a 1 minuto e per tutti i
casi e stata preventivamente studiata la cineliceazione per determinare il tempo
minimo di attesa. Lo schema delle titolazioni spétto-potenziometriche € riportato
in figura 4:

Figurad: Schema delle titolazioni spettrofoto-potenziomebie

&

’IHlL 1 1 1
1 a L} L}

I ——— e e e 0 [) E1tTOTOTOMELTO

ple -

tempo (sec)




a =registrazione dello spettro
b = misura del potenziale
C = erogazione della soluzione titolante
La possibilita di registrare direttamente nellaladb spettro permette di eliminare
alcuni inconvenienti associati all'uso delle cueettflusso, in particolare:
* Variazioni di temperatura dovute al trasferimengtiadsoluzione;
» Perdita di sostanza per adsorbimento dei tubi ltegamento;
» Formazione di bolle d'aria nel tubo e nella cuvetta
Il grande vantaggio di poter automatizzare tutferdcesso, sincronizzando il titolatore,
il pHmetro e lo spettrofotometro, permette di affate titolazioni con un numero di
punti sperimentali elevato.

| dati spettrali raccolti sono stati analizzati ggrogrammi SPECFIT e SPEAKPEAK.

2.4 Titolazioni Fluorimetriche

La luminescenza e I'emissione di luce da partelaire sostanze che avviene da stati
elettronici eccitati. La luminescenza e formalmathiteésa in due categorie, fluorescenza
e fosforescenza, a seconda della natura dello stetitato. La fosforescenza e
I'emissione di luce da uno stato eccitato di trifgenel quale I'elettrone nell’orbitale
eccitato ha la stessa orientazione di spin detttelee nello stato fondamentale. Le
transizioni allo stato fondamentale sono proibitke &elocita di emissione sono lente
(10%-10° sh.

La fluorescenza avviene per emissione di luce da stato eccitato di singoletto;
I'elettrone nell’orbitale eccitato € accoppiato @@n opposti) al secondo elettrone che
si trova invece nello stato orbitalico fondament&leconseguenza, il ritorno allo stato

fondamentale & permesso e avviene rapidamenteeatical’emissione di un fotone. Le

10



velocita di emissione di fluorescenza sono tipicamd.§ s*, ne deriva che il tempo di
vita della fluorescenza & vicino a 10 ns {x).

Questi stati sono raffigurati in Figura 5:

1
1L

1
1

Stato fondamentale Stato etiwita Stato eccitato

di singoletto di singoletto di tripletto

Figura5: Stati eccitati di singoletto e tripletto

Il tempo medio di vita di un fluoroforo e il tempuoedio che intercorre fra la sua
eccitazione e il suo ritorno nello stato fondamienta

| processi che avvengono tra I'assorbimento e ksione di luce sono spiegati dal
diagramma di Jablonski (figura 6), che spesso vigitiezato come discussione iniziale

sull’emissione e sull’assorbimento di luce.

excited ribrational states

/ (excited rotational states not shown)
n

A= photon absorption

F = fluorescence {emission)
P = phosphorescence

S = singlet state

T = triplet state

IC = internal conyersion
ISC = intersystem crossing

electronic ground state

Figura 6: Diagramma di Jablonski
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Dall’analisi del diagramma di Jablonski, si not& ¢lenergia di emissione é tipicamente
minore rispetto a quella di assorbimento. Ne derolee la fluorescenza avviene di
solito a basse energie o0 a lunghezze d’onda peu @Qlesto fenomeno fu osservato per
la prima volta da Sir G.G. Stokes nel 1852 a Cauhgler La perdita di energia tra
I'eccitazione e I'emissione viene osservata solamgrer le molecole fluorescenti in
soluzione. Una causa comune dello shift di Stokdsr&pido decadimento al livello
vibrazionale piu basso di S1. Inoltre i fluorofageneralmente decadono a livelli
vibrazionali piu alti di SO, e questo porta ad Uingaperdita di energia di eccitazione
sotto forma di energia termica.

Un’altra proprieta generale della fluorescenzah@ \ene osservato lo stesso spettro di
emissione di fluorescenza a prescindere dalla lexgd d’'onda di eccitazione. Questo
fenomeno e conosciuto come la regola di Kasha. D@goitazione in piu alti livelli
elettronici e vibrazionali, I'energia in eccessene rapidamente dissipata, lasciando |l
fluoroforo nel piu basso livello vibrazionale di.SQuesto rilassamento avviene in circa
10% s ed & probabilmente il risultato di una forte rapposizione tra numerosi stati
vicini di energia uguale. A causa di questo rapithssamento, gli spettri di emissione
sono di solito indipendenti dalle lunghezze d’omdiaeccitazione. Eccezioni sono
fluorofori che esistono in due stati di ionizzazarygnuno dei quali mostra un differente
spettro di assorbimento e di emissione.

L’intensita di fluorescenza puo attenuarsi a calisana larga varieta di processi. Tali
diminuzioni di intensita sono chiamate quenchirigfehomeno di quenching puo
avvenire attraverso vari meccanismi. Il quenchingailisione avviene quando lo stato
eccitato del fluoroforo € disattivato per il combaton altre molecole che si trovano in

soluzione, che sono chiamate i quencher. In questo il fluoroforo ritorna allo stato
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fondamentale dopo uno scontro diffusivo con il gqiresr. Le molecole non vengono
chimicamente alterate dal processo.

Accanto al quenching di collisione, il quenchingldorescenza puo avvenire attraverso
molti altri processi. | fluorofori possono formammplessi non fluorescenti con i
quenchers. Questo fenomeno si chiama quenchingostito che avviene nello stato
fondamentale e non si rilevano collisioni o diffusi molecolari. Il fenomeno di
qguenching puo anche avvenire a causa di meccanisoni molecolari come

I'attenuazione della luce incidente dallo stessoribforo o da altre specie assorbenti

2.4.1 Strumentazione

Gli strumenti utilizzati per le misure di fluores@a sono ifluorimetri e gli
spettrofluorimetri. Il fluorimetro impiega dei filtri per la seleziendella lunghezza
d’'onda; la maggior parte degli spettrofluorimetil, contrario, impiega un filtro per
limitare la radiazione di eccitazione e un monoatore a reticolo per disperdere la
radiazione di fluorescenza del campione.

Gli strumenti per la fluorescenza sono usualmente@pio raggio per compensare le
fluttuazioni della potenza della sorgente. Il fasche attraversa il campione passa
attraverso un filtro primario o monocromatore pnifmail quale trasmette la radiazione
che eccita la fluorescenza ma esclude o limitaaldiazione che corrisponde alla
lunghezza d’onda di fluorescenza.

La radiazione di fluorescenza € emessa dal campionette le direzioni ma € piu
convenientemente osservata ad angoli retti rispatttascio di eccitazione; ad altri
angoli, una maggiore dispersione da parte dellazsmte e delle pareti della cella puo

causare errori nella misura dell'intensita.
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La radiazione emessa raggiunge un rivelatore feto®lo dopo aver attraversato il

filtro o monocromatore secondario, che isola icpidi fluorescenza per la misura.

Il fascio di riferimento passa attraverso un atteare per diminuire la sua potenza
approssimativamente a quella della radiazioneutdirfiscenza (la riduzione di potenza
e usualmente di un fattore 100 o piu).

Lo strumento utilizzato per questo lavoro € undtsp@tometro di fluorescenza Cary

Eclipse (Figura 7), dotato di cuvette in quarzeualunghezza del cammino ottico e di
1 cm; tale strumento e stato utilizzato per titmlaz acide e basiche in soluzione

acquosa.

Figura7: Spettrofotometro di fluorescenza Cary Eclipse
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2.5 Spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare

La prima osservazione fisica del fenomeno delananza magnetica nucleare (NMR)
risale al 1945, e si deve al lavoro di Felix Bleeledward Purcell, due scienziati che
pervennero alle medesime conclusioni indipendemésni@ino dall’altro e per le quali
ottennero il premio Nobel per la Fisica nel 1952ittdvia € nella Chimica che la
spettroscopia di risonanza magnetica nuclearedvatty la sua piu vasta applicazione,
da quando fu evidente che nuclei della stessaesjgmiopica in diversi intorni chimici
risuonano a frequenze diverse.

La spettroscopia NMR, mediante lo studio delle peip magnetiche dei nuclei,
permette di ricavare informazioni dettagliate ssliauttura delle molecole, sulla natura
di molti degli atomi presenti, sul loro numero, relae sul tipo di “intorno molecolare”
in cui un dato atomo si trova.

Non tutti gli atomi possono essere osservati coestu tecnica, ma solo quelli
magneticamente attivi, aventi cioe momento di spicleare non nullo.

Pertanto sono magneticamente attivi quei nuclei lsaeno un numero dispari di
protoni, di neutroni o di entrambi.

Il pit importante degli elementi magneticamentéviaé I'idrogeno, il quale e presente
nella quasi totalita dei composti organici, e progrer questo la spettroscopia NMR al
protone, 0 H-NMR, & stata la prima ad essere sviluppata.

Ha invece momento angolare di spin null¥€, Iisotopo pitl abbondante in natura del
carbonio, componente essenziale di tutte le mademalaniche.

La moderna strumentazione permette comunque, eiai informazioni dirette sugli

atomi di carbonio delle molecole studiandd®C, cioé I'isotopo presente in natura per

I'1,1% ed avente spin | 2.
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Quando si introduce una sostanza in un campo magrn@r registrarne lo spettro, il

movimento degli elettroni in essa presenti creapiletoli campi magnetici locali che

schermano in qualche misura i nuclei del campo migmapplicato. Quando un atomo
viene sottoposto all’azione di un campo estern@Buvola elettronica che ne circonda
il nucleo genera un piccolo campo magnetico aveltezione opposta a B, dando
luogo ad uno schermaggio del nucleo stesso.

Il risultato & che ogni nucleo della sostanza isngs € immerso in un campo effettivo

Besr diverso da quello applicato,

Bert = B (1-0)

dove o rappresenta la costante di schermaggio. Il vatbre dipende dall'intorno
chimico in cui si trova il nucleo in questione, edjeneralmente piu grande per quei
nuclei che sono circondati da una densa nuvola@heta.

La differente densita elettronica nelle vicinanZzendclei di uno stesso elemento in
intorni diversi fa quindi si che a parita di fregua della radiazione incidente si
osservino spettri costituiti da tanti segnali quaano i nuclei chimicamente diversi
presenti nella sostanza in esame.

In particolare, nuclei molto schermati risuonancampi magnetici alti, mentre nuclei
poco schermati o deschermati risuonano a campi.bass

Normalmente gli spettri NMR vengono registrati agiuenzas, costante, facendo una
scansione del campo magnetico dai valori piu basgielli piu alti, e si presentano con

il campo che cresce da sinistra a destra.
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La separazione in unita di campo magnetico trapgicehi spettrali dipende dal tipo di
spettrometro utilizzato, essendo direttamente pwpoale alla sua frequenza
operativa.

La separazione tra i segnali di due nuclei chimeat® diversi € sei volte piu grande in
uno spettrofotometro che opera a 360 MHz rispettareo che opera a 60 MHz.

Poiché in questo modo spettri registrati su striumeperanti a frequenze e campi
magnetici diversi non sono paragonabili, si fa nisocoad unitd dimensionale, che
permette di misurare in maniera assoluta la pasezdelle righe spettrali.

Questa grandezza é chiamapastamento chimico & (0 chemical shift), ed e definito
come la differenza della frequenza di risonanzardparticolare segnal® fmpione) €
quella del trimetilsilano TMSWandarg) €Spresse in Hz, divisa per la frequenza operativa

dello strumento espresso in MH;

0= (Vcampione' Vstandard) / Vo] X 10°

2.5.1 Informazioni strutturali fornite dagli spetH-NMR

| parametri spettroscopici ricavabili dagli speliMR sono gli spostamenti chimici dei

vari segnali, i valori delle eventuali costantiadicoppiamento spin-spin e gli integrali
dei multipletti.

Spostamento Chimicad : Dal momento che lo spostamento chimico di un racle
dipende principalmente dalla densita elettroni¢arab ad esso, tutti i nuclei di uno

stesso elemento che vengono a trovarsi in intohinnici analoghi danno luogo a

segnali caratterizzati da valori simili 8i Alcuni Valori tipici di spostamento chimico

di *H sono riportati in figura 8:
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CH alchilici di residui
insaturi
CH alchilici
CH aromatici legati a O
ed CH TMS
vinilici
OH carbonilic| eterociclici
I | J_| I I I I I | ml I
I I I I I I I I I I I
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 0
ppm
o CH alchilici di residui
saturi
CH aldeidici CH alchilici legati a N

Figura8: Valori tipici di spostamento chimico 8 in composti organici

La mancanza di segnali nell'intervallo compreso #8 ppm esclude la presenza di
anelli aromatici; segnali & = 10 ppm sono caratteristici di idrogeni aldeididi,
ossidrili carbossilici o di gruppi ammidici; segnih 0-2,5 ppm indicano la presenza di
gruppi alchilici primari, secondari o terziari; higtervallo tra 4,5-6,5 ppm si trovano
normalmente i segnali dovuti agli idrogeni legatisaomi di carbonio insaturi.
Accoppiamento spin-spintlteriori informazioni, oltre a quelle ottenibitiai valori di
spostamento chimico, si ricavano dalla moltepliaigi segnali NMR, poiché esse
dipendono dal numero di accoppiamenti con altritgmb o con altri nuclei
magneticamente attivi. Cosi un singoletto € indicen nucleo o un gruppo di nuclei
non accoppiati; un doppietto 1:1 indica l'interamocon un gruppo CH; un tripletto
1:2:1 con un gruppo Cun quadrupletto 1:3:3:1 con un gruppoLH

Nella spettroscopi®H-NMR normalmente si osserva accoppiamento tra iatte non
distano piu di tre legami: cosi gli accoppiamenti pomuni sono quelli tra protoni

vicinali, indicando con tale termine i protoni legati aonaitdi carbonio adiacenti.
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L’accoppiamento tra protorgeminali, cioé legati allo stesso atomo di carbonio, per
quanto sia spesso elevato, non viene solitameser\a@do a causa della equivalenza di
questi protoni.
Accoppiamenti eteronucleariFrequentemente, protoni legati a nuclei magnetcdaen

. . 10 11 19 31 . « e . “ .
attivi quali ~B, B, F, o P sono con essi accoppiati, e forniscono ulteriori

informazioni sulla struttura della molecola in esim

2.5.2 Strumentazione

Per la registrazione degli spettti-NMR & stato utilizzato uno spettrometro Varian
VXR-300 a 299.93 e 78.15 MHz rispettivamente; drdetro della provetta contenente
il campione era di 5 mm e si & operato ad una teatyr@ di 25°C. Gli spettfiH-NMR
sono stati registrati utilizzando,O come solvente e gli spostamenti o chemical shifts

sono stati riferiti al segnale del solvente resi¢ti8 ppm).

2.6 Calcoli Teorici

| calcoli sono stati effettuati con il programmap#Btan 02" per Linu% La geometria
dei leganti & stata ottimizzata utilizzando metadii inizio” con un set di base 3-21G
le geometriedei complesssono state affinateon metodisemi-empirici, con un set di
base AM1°, AM1/SM2*1% PM3". Per ogni molecola sono stati determinati i cadiori
formazione, le cariche atomiche, elettrostatiéfe naturalé® e di Mulliken’, sono
state ricostruite le superfici di densita elettoane sono stati determinati gli orbitali

HOMO e LUMO.

19



2.7 Metodo Voltammetrico

Il termine voltammetria si riferisce ad un insieme di metodi analitici dove
informazioni sull’analita sono ottenute dalla mewdtella corrente come funzione del
potenziale applicato. La misura €& eseguita in cooadi tali da favorire la
polarizzazione dell’elettrodo indicatore o di lawoin voltammetria, per aumentare la
polarizzazione, si usano come elettrodi di lavoioroelettrodi, che presentano aree
superficiali di pochi millimetri quadrati e, percahe applicazioni, di pochi micrometri
quadrati. La quantita di analita necessaria per misura voltammetrica € minima e
questo rappresenta uno dei tanti vantaggi ass@ceiesta tecnica.

La voltammetria si &€ sviluppata storicamente aiygardalla polarografia, un tipo
particolare di voltammetria scoperto dal chimiceasovacco Jaroslav Heyrovsky nei
primi anni'20.

La polarografia € tuttora un settore importantéadebltammetria e si differenzia dagli
altri metodi voltammetrici per I'impiego di un maxlettrodo di lavoro costituito da un
elettrodo a gocciolamento di mercurio (DME).

La voltammetria € ampiamente utilizzata da chinmoirganici, fisici e dai biochimici
per scopi analitici come: studi fondamentali deigassi di ossidazione e di riduzione in
matrici diverse, dei processi di assorbimento ssliperfici e dei meccanismi di

trasferimento elettronico su superfici chimicamentalificate.

2.7.1 Segnali di eccitazione in voltammetria

In voltammetria ursegnale di eccitazione a potenziale variabile € inviato ad una cella
elettrochimica contenente un microelettrodo. Il odet si basa sulla risposta in corrente

provocata da tale segnale. In Figurso®o riportate due delle forme d’onda dei segnali
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di eccitazione piu comunemente usati in voltamraetiella voltammetria classica il

segnale di eccitazione é del tipo a scansionerins®strato in Figura 9-a. In questo
caso il potenziale in corrente continua applicala aella aumenta linearmente in
funzione del tempad.a forma triangolare dell’onda mostrata in Figurh €appresenta

un potenziale che varia ciclicamente tra due vafoima aumentando linearmente fino
ad un massimo, e poi diminuendo linearmente, costdasa pendenza, fino al valore
originale. Si puo ripetere il processo per moltdeyaegistrando la corrente generata in

funzione del tempo. Un ciclo completo puo durar@ 4€condi o piu.

Nome a) Scansione lineare

Metodo VoltammetricoPolarografia,
Voltammetria
Idrodinamica

Tempo -

Nome b) Triangolare

Metodo VoltammetricoVoltammetria
E ciclica

Tempo -

Figura9: Segnali dei potenziali di eccitazione usati ittaxmmetria

21



2.7.2 Voltammetria ciclica

In voltammetria ciclica, ad un elettrodo staziooamnmerso in una soluzione non
agitata, si applica un potenziale a forma d’ond@ngolare (Figura 9-b), per produrre
una risposta di corrente. | potenziali al puntoirdiersione (indicati dalle frecce in
Figura) vengono chiamgpotenziali di inversione.

L’intervallo tra i potenziali di inversione, scelfger una determinata reazione, deve
essere tale che la reazione di ossidazione o ddazili una o piu specie da analizzare
avvenga in regime di controllo diffusionale. In adbne alla composizione del
campione si puo scegliere una scansione iniziaktipa o negativa (una scansione
nella direzione di potenziali piu negativi € chidenscansione diretta, mentre una in
direzione opposta e chiamatgansione inversa). La durata del ciclo pud essere
compresa tra —1ms e +100s.

| parametri pit importanti in una voltammetria @el sono: il potenziale catodico di
picco, Epe, il potenziale anodico di piccokEps, la corrente catodica e anodica
corrispondenti al picchi.

La voltammetria ciclica si usa principalmente costreimento diagnostico in grado di
fornire informazioni qualitative sui processi eletthimici in condizioni diverse.

La voltammetria ciclica, benché non venga utiliazgér analisi di routine, € diventata
uno strumento importante per lo studio dei meccanedella velocita dei processi di
ossidoriduzione, in particolare nel caso di sistenganici e metallorganici. Spesso e
possibile mediante questa tecnica rivelare la pmseali intermedi nelle reazioni di
ossidoriduzion®.

Le scansioni effettuate con la voltammetria ciclisano state registrate con un

potenziostato-galvanostato Autolab PG-STAT 30,dluzdone acquosa, in presenza di
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un tampone di forza ionica KCI 1M alla temperatdra25°C. La cella conteneva un

elettrodo di lavoro di platino, un elettrodo dieriimento ad Ag/AgCl e un contro

elettrodo di carbonio/grafite.

Prima di ogni scansione la soluzione e stata @egason Argon per 20 minuti. In

figura 10 é riportato un tipico voltamogramma aoli

Corrame

Anodica

a0 | I
(i) (i

FiguralQ: Voltamogramma ciclic
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Capitolo 3

Equilibri di formazione dei complessi tra catecolo,

4-nitrocatecolo e ioni Al(111) e Fe(lIl)

Il catecolo (2-idrossifenolo) e il 4-nitrocateco(8-nitro,2-idrossifenolo) presentano
proprieta chimiche e fisiche molto simili al fenplda cui derivano. Il fenolo & un
idrocarburo aromatico in cui un ossidrile & dinetéente legato all’anello benzenico; il
catecolo (Figura 1) é caratterizzato dal fatto icheuppi ossidrilici presenti sono due,
ognuno in orto rispetto all’altro; per quanto rigda invece il 4-nitrocatecolo (Figura
2), 'unico aspetto che lo differenzia é la presedzun gruppo nitro in posizione para
rispetto ad uno dei raggruppamenti ossidrilici.

Il catecolo e il 4-nitrocatecolo sono specie altateereattive e possono subire
ossidazione da parte dell'ossigeno dell’aria. Ipgiuossidrilici -OH, fra loro in orto,
sono responsabili del fatto che tali specie castitano degli ottimi leganti e formino
complessi stabili con il ferro con un basso potalezdi riduzione.

In letteratura & riportato che il catecolo si com@@ome un legante bidentitéorma
un complesso ottaedrico triscatecolo-Fetl#)che i derivati del 4-nitrocatecolo sono
potenziali anti-ossidariti

La reazione di formazione del complesso tra il IPefl il catecolo & seguita da una
reazione redox che porta a Fe(ll) e ad un prodiddbossidazione del catecdloLe
molecole contenenti catecolo hanno una ricorremkzareimportanza biologica molto

elevata.



La classe piu importante € costituita dalle catroohine, le quali hanno una funzione
di neurotrasmettitotie sono utilizzate dal punto di vista farmacologicamolteplici
campi quali trattamento del morbo di Parkirnsdpertensionée cancro al sefio

Il gruppo orto-difenolico é facilmente ossidataatrispondente chinone o semichinone
dall'ossigeno presente nellambieht® Questi intermedi possono polimerizzare,

ossidare altre specie oppure essere ridotti nuowenzeo-difenofi.

OH
OH

Figural. Catecolo
(2-idrossifenolo)

OH
OH

NO;

Figura2. 4-nitrocatecolo
(3-nitro,2-idrossifenolo)



3.1 Schema del lavoro

Lo studio degli equilibri di formazione dei compesra catecolo e 4-nitrocatecolo con
gli ioni Al(lll) e Fe(lll) e stato suddiviso in adufasi principali:

» Studio dei pK di deprotonazione dei leganti catiecalle temperature di 25°C e

37°C;
» Studio della formazione dei complessi del cateeoltel 4-nitrocatecolo con il
Fe(lll) e IAI(IN).

In funzione del sistema, per lo studio degli edpilin soluzione si sono utilizzate
tecniche potenziometriche, spettrofotometriche iqual-Visibile, fluorimetria, NMR,
ed elettrochimiche (voltammetria ciclica).
Lo studio dei pK di deprotonazione dei leganti atsteseguito mediante misure
potenziometriche, spettrofotometriche e fluorinute.
| complessi formati dal catecolo col Fe(lll) soniats studiati mediante titolazioni
potenziometriche, spettrofotometriche e fluorinete. Per i complessi formati dal
catecolo con l'alluminio sono state effettuate swate misure potenziometriche e
fluorimetriche, dato che a causa della precipitagimon sono stati registrati spettri
NMR e, non manifestandosi variazioni spettrali dieal corso della titolazione, non
sono stati raccolti gli spettri UV-Visibile. | corgssi formati dal 4-nitrocatecolo sono
stati studiati potenziometricamente e spettrofotoicenente nel caso del Fe(lll) e
sono stati registrati anche gli spettri NMR perl{IA). Il metodo fluorimetrico non é
stato applicato in quanto il 4-nitrocatecolo norlwtago a fluorescenza.

Nella Tabella 1 e riportato uno schema riassurdieite tecniche utlilizzate.



Tabella 1 Schema riassuntivo delle tecniche utilizzate

_ Catecolo Catecolo 4-pitroCat | 4-nitroCat
Tecniche Fe(lll) AI(II Fe(lll) AI(IIT
Titolazione
Spettrofotometrica
Titolazione

Potenziometrica

Misure NMR

Misure

fluorimetriche

| reagenti AI(NQ)3 -« 9H,O, FeC}, HCI, KCI, KOH, D,O, DCI, NaOD, Catecolo e 4-
nitrocatecolo, utilizzati nelle varie fasi del lagpsono tutti prodotti Aldrich.

Il catecolo e’ stato sottoposto a ricristallizioewe con toluene prima dell’'uso.

3.2 Costanti di protonazione dei leganti

3.2.1 Misure potenziometriche e spettrofotomb&ic

| pK dei leganti sono stati determinati mediant®ldizioni potenziometriche e
spettrofotometriche, eseguite in presenza di umtera di forza ionica 0,1M in KCI

alle temperature di 25°C e 37°C.

Il catecolo é caratterizzato da due valori di pkpiu basso intorno a 9 e il piu alto a
circa 13. Solo il primo pK del catecolo € stato edetinato anche per via

potenziometrica; infatti, il secondo, cadendo aowmatli pH >11, € stato determinato



attraverso delle titolazioni spettrofotometrichebiatch, ossia registrando lo spettro di
30 soluzioni a varie concentrazioni di KOH.

Tuttavia, il dato ottenuto per il secondo pK noaceurato a causa del valore di forza
ionica a cui si arriva con concentrazioni di KOH>0A. La bassa risoluzione spettrale
(Figura 4) e attribuita alla concorrente reazionessidazione del catecolo, la quale é
favorita dal pH basico. Nelle figure seguenti vemgoriportate le titolazioni
spettrofotometriche di una soluzione di catecol®-10°M utilizzando un cammino
ottico di 0.2 cm a 25°C (Figure 3,4,5), seqguitegtalfico delle concentrazioni molari in

funzione del pH e dallo spettro dr(figure 6 e 7)

1.2
| pH 10.7
1.0
0.8
8 i _L
j 7 N
8
é 0.6+ /
kel i
<
0.4 g pH 6.0
0.2 4
0.0 T T T T T T T T 7777

T
250 260 270 280 290 300 310
Wavelength (nm)

Figura 3: Titolazione spettrofotometrica del cateata pH 6 a pH 10.7



Absorbance
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Figura 4: Titolazione spettrofotometrica del cateata pH 12 a pH 15

Absorbance

240 260 280 300 320 340 360
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Figura 5: Titolazione spettrofotometrica del cateata pH 6 a pH 15

Molar Concentration

Figura 6: Model free concentration distributionccdhted with SPECFIT** program
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Figura 7: Spectra model free calculated with SPE&HRbrogram

Per quanto riguarda invece la determinazione dmlktanti di deprotonazione del 4-
nitrocatecolo, l'introduzione del nitro gruppo natlello catecolico, producendo sia un
forte effetto induttivo —I e mesomero +M, aumeritzitita di entrambi i protoni e
rende pertanto possibile la determinazione di emttra pK oltre che per via spettrale
anche per via potenziometrica. Nei grafici segueetigono riportate le titolazione
spettrofotometriche di una soluzione di 4-nitrocate 6.7-10°M utilizzando un

cammino ottico di 0.2 cm a 25°C.
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Figura 8: Titolazione spettrofotometrica del 4-oiatecolo da pH 3 a pH 11.8.
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Figura 9: Titolazione spettrofotometrica del 4-oiatecolo da pH 3 apH 8
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Figura 10: Titolazione spettrofotometrica del 4adatecolo da pH 8 a pH 11.8.
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Figura 11: Model free concentration distributiotcotated with SPECFIT** program
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Figura 12: Spectra model free calculated with SRE€Fprogram

3.2.2 Misure fluorimetriche

La prima costante di protonazione del catecolo aasstudiata anche attraverso
titolazioni fluorimetriche a 25 °C. La titolazionBuorimetrica e stata condotta
preparando trenta soluzioni del legante alla stessaentrazione e variando il pH con
aggiunte di HCI per il primo ramo della titolazioeali KOH per il secondo ramo. Il pH
e lo spettro sono stati misurati molto velocemgatieevitare I'ossidazione del gruppo —
OH che avviene facilmente a questi valori di pHedjante é stato eccitato a 262 nm e
sono stati registrati gli spettri di emissione rasige 200-400 nm con un voltaggio al
fotomoltiplicatore di 600 V. Lo spettro di fluoreswa della forma protonata mostra 2
picchi, a 313 nm e a 613 nm, con un rapporto énisita di 2.8. L'intensita di entrambi

i picchi diminuisce con il pH, dato che la formautra € emissiva a differenza di quella
anionica che invece non é fluorescente. Riportafaltezza della banda a 313 nm
(piv’intensa) contro il pH si ottiene una curva ateeforma sigmoidale con un flesso a
9.15 unitd di pH, in accordo con i risultati potemaetrici e spettrofotometrici.

L’emissione diminuisce in ambiente acido fino avaiore di p[HCI] -1, con un flesso a



circa=0. In figura 13 sono riportati gli spettri del cedéo registrati da pH 5.5 a pH 11

nel range tra 275 e 375 nm, mentre in figura 14pgittri registrati da pH -1 a pH 11 .
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Figura 13.A)Titolazione fluorimetrica del Catecolo (7.3*10) da pH 5.5 a pH 11B) Profilo di
fluorescenza al variare del pH per il Catecolo*(f03'M)
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Figural4. A)Titolazione fluorimetrica del Catecolo (7.3*10)da pH -1 a pH 11, basical() e acida(--);
B) Profilo di fluorescenza al variare del pH per #técolo (7.3*10M).

3.2.3 Analisi dei dati

In Tabella 2 sono riportate le costanti di protonazione peregahti catecolo e
4-nitrocatecolo ottenute dai dati potenziometrspettrofotometrici e fluorimetrici.
Nelle Tabelle3 e 4 sono riportati i valori dei pK di letteratura di ©€eolo e

4-nitrocatecolo rispettivamente.
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Legante pK,25°C PK,25°C pKy 37°C |pK,37°C
Catecolo 9.17(1) 13.77(2) 9.03(1) 13.77(1
4-nitro catecolo 6.60(1) 10.74(2) 6.45(1) 10.56(1

Tabella2: Costanti di protonazione sperimentali del cateeodbnitrocatecolo, tra parentesi
e riportata la deviazione standard sull'ultimaaigignificativa.

Condizioni Temperatura | pK Riferimento Bibliografico
sperimentali °C

KCI 0.1M, sp 25 8.81 | Aust.J.Chem.37(1984)885
13.43

KCI 0.1M, gl 25 9.28 | Aust.J.Chen85(1982)739

KNOs3 0.1M, gl 25 9.22 Inorg. Cher@3(1984) 18

KCI 0.2M, dl 25 9.28 | J.Coord.Cheni29(1993) 81
13.0

KNOs3 0.2M, gl 35 9.09 | J. Coord.Chen2((1989) 69
12.88

Tabella3: Valori di pk di letteratura per il catecolo
Condizioni Temperatura pK Riferimento Bibliografico
sperimental °C

KCI 0.1M, gl 25 6.67 | Anal.Chim.Acta,3451997) 5
10.88

NaCl 0.1M, gl 25 6.63 | J.Coord.Chen23(1993) 133
10.54

KCI 0.1M, gl 25 6.70 | Finn.Chem.Lett., (1984) 9
10.83

KCI 0.1M, sp 25 6.78 | Anal. Chem.44(1972) 1857
10.64

KNO3 0.2M, gl 35 6.54 | J. Coord. Cher20 (1989) 69
10.28

Tabella4: Valori di pK di letteratura per il 4-nitrocatecol



% formation relative to L

% formation relative to L

Nella colonna relativa alle condizioni sperimentdno presenti le siglgl edsp, che
indicano rispettivamente l'elettrodo a vetro e petsrofotometro. Per valori di pH<3 e
>8 gli elettrodi a vetro non seguono la legge dirdg pertanto i dati ottenuti a questi
valori di pH sono meno precisi e accurati di quelticolti con lo spettrofotometro.
Confrontando i risultati ottenuti con i dati ditlertatura, si osserva un buon accordo per
entrambi i pK nel caso del 4-nitrocatecolo. Peailecolo i valori sono in buon accordo
per il primo pK; il secondo pK ha invece un valmeperiore a quelli riportati in
letteratura determinati potenziometricamente.

Nella Figura 15 sono riportate le curve di distrlmme per i due leganti in funzione del

pH.
(a) (b)
100 catecolo 100 Catecolo
] -
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1001 4nitrocatecolo | 1001 4-nitrocatecolo
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Figural5. Curve di distribuzione del Catecolo e 4-nitrocate a 25(a) e a 37(b)°C.
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Poiché siamo interessati alla chelazione nel cotodaiologico sangue, € opportuno

conoscere in quale forma si presenta il legantel &.4. A tale valore di pH il catecolo

e presente quasi esclusivamente comeg kplecie neutra.

Il 4-nitrocatecolo e invece per I'80% presente cdrhé La presenza di una carica puo

influenzare notevolmente la solubilita del legamdéé comparto ematico e la sua capacita

di attraversare le barriere cellulari. Normalmerwenposti carichi sono piu idrofili e si

localizzeranno negli spazi intracellulari. Nelldéda 5 sono stati riportatisiti cellulari

accessibili a diversi tipi di chelaMi

Tipi di agenti chelanti

Siti accessibili

Neutri (non carichi)

Polari

Molti siti extra e intracellulari

Altamente idrofobici

Siti  extracellulari, cervello,tessuto

grasso...

Singola carica negativa

Spazi extracellulari, cellule aventi
appropriato  sistema  di  traspor
monoanionico nelle loro membrari

(es.reni e fegato)

n

to

ne

Doppia carica negativa

Spazi extracellulari, cellule aventi

appropriato sistema di trasporto

n

> Tripla carica negativa

Prevalentemente Spazi extracellulari

Alto peso molecolare

Cellule del fegato se il composto vie

escreto dalla bile

Tabella 5: Siti accessibili a vari siti di agertietanti
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3.3 Complessi del Ferro(lll)

3.3.1 Misure potenziometriche e spettrofotombtic

Le reazioni di complessazione tra i leganti e itr&@ll) sono state studiate mediante
titolazioni potenziometriche, spettrofotometriche gquando possibile, mediante
titolazioni fluorimetriche.

Sono state preparate diverse soluzioni aventi mdippmlari legante-metallo 1:1, 2:1 e
3:1 con concentrazione costante di legante. Le nmisano state effettuate a 25°C e a
37°C in presenza di un tampone di forza ionica OidiMCI.

Nel caso del sistema nitrocatecolo Fe non si erestse la formazione di alcun
precipitato per nessun rapporto molare neanchétiacabori di pH, mentre nel rapporto
molare 1:1 per il sistema catecolo Fe si e osseruaia precipitazione che ci ha
impedito la registrazione dello spettro UV-Visiliiie.

Nel range di pH 3-9 é stata evidenziata la fornmazidei complessi FelL, Fek Felg, a

pH 3 non e presente metallo libero.

La formazione dei complessi a tali valori di pH pessere seguita titolando la soluzione
contenente il metallo ed il legante con HCI da pal#H 1.Nella figura 16ono riportati

gli spettri della titolazione del catecolo-Fe(liel rapporti molari 3:1 mentre nelle
figure 17 e 18 vengono riportati rispettivamengeafici del profilo di concentrazione in

funzione del pH e gli spettri calcolati per le Spec
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Figura 16: Titolazione spettrofotometrica del catederro 3:1 [Catecolo]=3.3-18, 1=0.2 cm

Osservando lo spettro del sistema catecolo-Fat#ll)rapporto 3:1, si vede che a pH
acidi, &€ presente un picco di bassa intensita @~in, che non corrisponde allo spettro
del Fe a questo valore di pH. Allaumentare del (@9), compare una nuova banda
intorno a 700 nm. A pH vicini alla neutralita si lrsaformazione di un picco intenso a
550 nm che decresce all’'aumentare del pH a favioumal banda a 475 nm. La banda
che si osserva a pH basici & dovuta alla formaziteheomplesso Fel.la banda a 550

nm al complesso Fele la formazione del complesso 1:1 € invece evidémzalla

banda a 700 nm. Dall’analisi dei dati potenzioneesi puo spiegare la banda a 400 nm

con la formazione di una specie;EgH.

1x10°

Concentration
Il

Figura 17: Model free concentration distributiotcotated with SPECFIT program del catecolo.ferrb 3:
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Figura 18: Spectra model free calculated with SPE€Fprogram del catecolo.ferro 3:1
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Figura 19: Titolazione spettrofotometrica del catederro 2:1 [Catecolo]=6.7-1tM, I=1cm,

Analizzando lo spettro del sistema catecolo-Fe(ld) rapporto molare 2:1 (Figura 19),
si osserva la formazione delle stesse bande apertiun’intensita maggiore di quelle

osservate nel rapporto molare 3:1.

Nelle figure 20, 21 e 22 sono riportati gli spetlle titolazioni del 4-nitrocatecolo-
Fe(lll) in tutti i rapporti molari con il profilo idconcentrazione in funzione del pH e gli

spettri calcolati per le specie.
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Figura 20: 4-nitro catecolo Fe(lll) nel rapportolare 3:1 [L]= 6.7-10'M
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Figura 21: 4-nitro catecolo Fe(lll) nel rapportolare 2:1 [L]= 6.7-10'M
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Figura 22: 4-nitro catecolo Fe(lll) nel rapportolare 1:1 [L]= 6.7-10'M

Dalle variazioni spettrali per la titolazione detema 4-nitrocatecolo-Fe(lll) si nota che

a pHIB e gia presente un complesso (banda a 360 nnayeétere del pH si forma una

prima banda a 440 nm, quindi una seconda a 480 Lamformazione del primo

complesso € stata studiata titolando la soluziargenente il legante e il metallo in

rapporto molare 1:1 da pH 3 &'£10.6. La titolazione acida & riportata in Figura/23

mentre in Figura 23 B € riportata la titolazionengdeta.
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Figura 23: A) Titolazione spettrofotometrica 4-nitrocatecolodR¥(L:1 da pH 2.7 a 0.6
B) Titolazione spettrofotometrica 4-nitrocatecolo{Rg(:1

3.3.2 Misure potenziometriche

12 —

OH\L

Titolazioni potenziometriche del catecolo-Fe(I[1)]=3.3-10°M.
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3.3.3 Modelli di complessazione

L’elaborazione dei dati potenziometrici e spetttofoetrici ha permesso di elaborare

per i sistemi catecolo-Fe(lll) e 4-nitrocatecolddRgi modelli riportati in Tabella 6.

Modello 25°C, KCI 0,1M

MgLiHp Catecolo 4-nitrocatecolo
[FeL,H]** 47.27 -
[FeL]" 19.97 16.95
[FeL] 34.70 29.78
[Fels]™ 44.67 39.19
[Fe(OH)T* -2.75
[Fe(OHY]* -6.99

Tabella6 Modello MqL,H, per il sistema Legante- Ferro

Nel caso del catecolo-Fe(lll) a pH molto acidi staaun complesso gia formato la cui
stechiometria puo essere proposta dai dati poteretiici come LFeH.

A pH maggiori di 3 si forma un complesso di steamtria 1:1 che evolve nel
complesso 2:1 a valori di pH > 6. A pH basici esighicamente un complesso di
stechiometria 3:1.

Il 4-nitrocatecolo forma complessi di stechiometftid, 2:1, 3:1 come il catecolo ma a
valori di pH inferiori. Le curve di distribuzioneepi due leganti sono riportate nelle

figure 24 e 25.
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Catecolo - Fe(lll) 3:1

100 A

80

60

40 A

20 A

% formazione relativa al Fe

Figura24. Curve di distribuzione del catecolo col Ferro.

4-Nitrocatecolo - Fe(lll) 3:1
100

80 A

60

20 A

% formazione relativa al Fe(lll)

pH

Figura25. Curve di distribuzione del 4-nitrocatecolo cotiee

3.3.4 Quantomeccanica molecolare

Attraverso i calcoli di meccanica molecolare é sstairevista la geometria di
coordinazione piu stabile per i diversi compledsi. Figura 26 sono riportate le

geometrie calcolate per i complessi 1:1, 2:1 e 3:1.
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Complesso Geometrie
Catecolo 4-Nitrocatecolo

[FeL]”

[FeLz]_

[FeLs)®

Figura26: . Geometrie di coordinazione calcolate col progran8®ARTAN per i complessi formati da
Catecolo e 4-nitrocatecolo col Fe(lll).

3.3.5 Misure Fluorimetriche

Sono state effettuate le titolazioni fluorimetriate catecolo in presenza di Fe(lll) nelle
medesime condizioni sperimentali scelte per lala#ione fluorimetrica del solo
legante. Confrontando gli spettri riportati in Figw27 con la titolazione fluorimetrica
del legante (Figura 13a), si nota che e preserddarma spettrale pressoché identica a
guella del solo legante ma il massimo di intensitaferiore. L'intensita diminuisce col
pH, per qualunque rapporto molare legante-methllmassimo di assorbimento si ha a

pH O3, a valori di pH inferiori I'intensita diminuiscnuovamente fino a pA1.
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I massimo d’intensita decresce nell'ordine 3:124 > 1:1,

allaumentare della

concentrazione del metallo. 1 due fenomeni indicahmque che solo il legante

fluoresce mentre non si ha emissione da parteateplesso. In figura 27 sono riportate

gli spettri di fluorescenza a 313 nm delle titotawi del catecolo con il Fe(lll) nei

rapporti molari 3:1, 2:1 e 1:1 rispettivamente.
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Figura 27: A Titolazioni fluorimetriche del Catecolo con il B nei rapporti molariA1)3:1,A2) 2:1 eA3)
1:1. La linea continua rappresenta la tirolazioag@H 3 a pH 10, quella tratteggiata da pH 3 a (@ 0.
B Profilo delle intensita di emissione in funzioné g per i rapporti molarB1) 3:1B2) 2:1B3) 1:1

Nel passare dal rapporto molare 3:122:1- 1:1 la concentrazione del legante libero
diminuisce e di conseguenza si abbassa lintemgtBemissione. Riportando in un
grafico l'altezza della banda contro il pH, si ettt il profilo fluorescenza-pH (figura
28). Sovrapponendo il profilo fluorescenza-pH alleve di distribuzione si vede come
la variazione della fluorescenza segua perfettaenénprofilo di concentrazione del

legante libero K. Come esempio e riportato il caso del rapportdaneo3:1.

0o
600 4
500 -

400

Figura 28: sovrapposizione del profilo di fluorescenza nedac8®:1 con le curve di distribuzione (le
altezze sono arbitrarie)
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3.4 Complessi dell’Alluminio(lll)

| complessi formati dall'alluminio(lll) col cateoml sono stati studiati sia
potenziometricamente che mediante misure fluorictety mentre i complessi formati
dall’alluminio(lll) col 4-nitrocatecolo sono stastudiati con misure potenziometriche,

spettrofotometriche e NMR.

3.4.1. Misure spettrofotometriche

Gli spettri sono stati registrati solo per il simate 4-nitrocatecolo-Al(Ill) in quanto il

sistema catecolo Al(Ill) non presenta variazioretsyali.
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Figura 29: 4-nitro catecolo Al(lll) nel rapporto tace 3:1
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A pH 2 l'alluminio non viene complessato dal 4-adatecolo; il primo complesso si

forma a partire da pH 3, dove si osserva un’ aumeetlintensita della banda a 340

nm. A pH >5 si forma il complesso 2:1 che presemtanassimo a 410 nm. Da pH 8

inizia a formarsi il complesso 3:1 con una band#raga a 450 nm. Nelle figure 29, 30

e 31 sono riportati gli spettri delle titolazioneld4-nitrocatecolo-Al(lll) in tutti i

rapporti molari con il profilo di concentrazionefumzione del pH e gli spettri calcolati

per le specie.
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Figura 30: 4-nitro catecolo Al(lll) nel rapporto tace 2:1
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Figura 31: 4-nitro catecolo Al(lll) nel rapporto tace 1:1




3.4.2 Misure potenziometriche

12 —
11 —
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OH\L

Titolazione potenziometriche del catecolo-Al(I)]=6.7-10"M.
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3
OH\L

Titolazione potenziometriche del 4-nitro catecolgHd). [L]=6.7-107M.
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3.4.3 Misure NMR

Per i complessi formati dal 4-nitrocatecolo corlifainio(lll) sono stati registrati gli
spettri NMR a pH 3, 4, 5, 6. In Figura 32 e riptotho spettro del solo legante a pH 3,
dove si osservano 3 segnali: il primo segnale dappietto che cade tra 6.8 e 7.0 ppm
ed é attribuito al protone dellatomo di carboniocBe accoppia con il protone
dell’atomo di carbonio 5; il secondo segnale cad&.& ppm, dovuto al protone
dell’atomo di carbonio 3, ed e un segnale singnlguanto non si ha accoppiamento;
infine il terzo segnale € un doppietto e cade mdoa 7.8 ppm, attribuibile al protone
sull’atomo di carbonio 5 che accoppia con quellespnte sull’atomo di carbonio 6 e

cio e confermato anche dalle costanti di accoppmond(6,5)=J(5,6) = 8.7 Hz,

.

]

7.747
.728

7

/=

/—7.757

o
\..7.«1
\—5.814

A
NO, el JL M

Numerazione degli
atomi del 4-nitrocatecolo FiguB2. Spettra'H-NMR del 4-nitrocatecolo a pH 3

Confrontando lo spettro del legante libero con lgudel complesso 4-nitrocatecolo-
Al(IN1) 4:1 allo stesso valore di pH (pH 3), ripatb in Figura 33, si osserva la comparsa

di due nuovi segnali relativi al complesso 1:1%é7.4 ppm.
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Figura33. Spettro NMR 4-nitrocatecolo-Al(lll) 4:1 a pH 3

Nello spettro della soluzione contenente il legantemetallo in rapporto molare 2:1 a
pH 5, riportato in Figura 34, si osserva 'aumedtantensita dei segnali relativi al
complesso 1:1 e la comparsa di due segnali aggiunf.26 e 6.56 ppm, attribuibili al

complesso legante-metallo 2:1.
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Figura34. Spettro NMR 4-nitrocatecolo-Al(lll) 2:1 a pH 5
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Nel rapporto molare 1:1 registrato a pH > 6 sonesenti solo i due segnali del

complesso 3:1, sono scomparsi i segnali relati2ihle al 1:1 (vedi Figura 35).

——8.588
—6.564

3:1

7.33 6.59

Figura35. Spettro NMR del complesso 4-nitrocatecolo-Al(llt}L a pH 6.5.

Per alcuni valori di pH non é stato possibile regi® gli spettri, a causa della presenza
di un precipitato. Nei vari spettri si nota la faamone dei complessi 4-nitrocatecolo-Al
a differenti stechiometrie a seconda del pH.

Grazie ai risultati ottenuti mediante gli spettrMR, é stato possibile confermare i
modelli ottenuti elaborando i dati potenziometriofatti a pHO 3 é presente il segnale
relativo al rapporto molare 1:1 e i segnali delleig libero, presente in largo eccesso;
allaumentare del pH fino a pH 5 si ha la compaisa segnali relativi al rapporto
molare legante-metallo 2:1, € presente contemparaeete una certa quantita di 1:1,
mentre diminuisce l'intensita del segnale del legdibero, infine per pH superiori a 6 €

predominante la specie 3:1.
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3.4.4 Misure fluorimetriche

Anche nel caso del sistema Catecolo-Al(lll) i coegsli formatisi non fluorescono, per
cui & possibile seguire la variazione della comeadne del legante libero.
A pH 3.6 l'altezza del picco di emissione e ugualguella del solo legante alla stessa

concentrazione. Cio significa che a tale valorpkinon si € formato alcun complesso.

, , . T . . . .
Allaumentare del pH [I'emissione diminuisce con FRrmazione dei diversi
complessi.(Figura 36).
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Figura 36: A Titolazioni fluorimetriche del Catecolo con I'Al{) nei rapporti molariA1)3:1,A2) 2:1 eA3)
1:1. La linea continua rappresenta la tirolazioag@H 3 a pH 10, quella tratteggiata da pH 3 a (@ 0.
B Profilo delle intensita di emissione in funzioné g per i rapporti molarB1) 3:1B2) 2:1B3) 1:1
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Anche in questo caso € possibile sovrapporre filprifuorescenza-pH con le curve di

distribuzione. Come esempio é riportato il caso(8etli Figura 37).

Ton

800 i
500
400 ;
300 —_

a0 4

100 —

Figura37 : Sovrapposizione del profilo di fluorescenzacaso 3:1 con le curve di distribuzione

(le altezze sono arbitrarie).

3.4.5 Modelli di complessazione

| risultati sperimentali ottenuti dagli studi pomwometrici, spettrofotometrici, NMR e
fluorimetrici condotti sui complessi formati da eeblo e 4-nitrocatecolo con

I'alluminio sono stati elaborati con il modello agato nella Tabella 7.
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25°C, KCI 0,1M

Modello MqL 1H, Catecolo 4-nitrocatecolo
[AIL] 16.3 13.30
[AIL 5] 31.68 24.82
[AIL 5] ° 42.88 33.70

[Al ,(OH),]** 7.7

[AI(OH)] ** -5.41

Al(OH)3 -15.18

[AI(OH) 4] -24.37

[Al 3(OH)]** -13.69

Tabella7:. Modello MyL1H, per 'Alluminio.

Si formano con entrambi i leganti complessi di ugwsechiometria 1:1, 2:1 e 3:1. Le

curve di distribuzione sono riportate figura 38. Come precedentemente visto per |l

ferro, anche i complessi 4-nitrocatecolo-Al(lll) frmano a pH inferiori rispetto a

quelli del catecolo.

4-Nitro catecolo — Al(lll) 3:1
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2 6 oH
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8

10 2

Figura38. Curve di distribuzione per I'Al(111)
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3.4.6 Quantomeccanica molecolare

Le geometrie piu probabili per i diversi complessno state ottenute da calcoli di

guantomeccanica molecolare e sono riportate inr&ige.

Complesso Geometria
Catecolo 4-nitrocatecolo

[AlL] *

[AIL 2]

[AIL 5>

Figura39: Geometria di coordinazione per i complessi forrdatcatecolo e 4-nitrocatecolo con PAl(lIT)

3.5 Efficacia dei leganti

Confrontando i valori numerici delle costanti dirrftazione dei complessi catecolo-
metallo e 4-nitrocatecolo-metallo, si potrebbe ilatire la maggiore stabilita ai
complessi formati col catecolo. L’introduzione ddtro gruppo nell’anello, infatti,
abbassa le costanti di formazione dei complessiinmmaalta abbassa anche le costanti

di protonazione.
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Per valutare correttamente la stabilita dei congpblesopportuno dunque confrontare le
curve di distribuzione per entrambi i leganti eiagtammi di distribuzione ternari
Catecolo-4nitrocatecolo-metallo, ottenuti dai singoodelli binari Catecolo-metallo e
4-nitrocatecolo-metallo, riportati in Figura 40. Passe concentrazioni di legante si
formano esclusivamente i complessi del 4-nitroacdte€ Figura 40a) e per poter seguire
la formazione anche dei complessi del catecol@ge@rrivare a concentrazioni dei due
leganti e di ferro di 1*18M; tuttavia, i complessi del catecolo si formano in
concentrazioni apprezzabili solo a pH superiori a(figura 40b). Lo stesso

comportamento si verifica nel caso dell'allumimedi Figura 41).

Catecolo (C) - 4nitrocatecolo (N) - Ferro Catecolo (C) - 4nitrocatecolo (N) - Ferro
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Figura40. Diagrammi ternari per il Fe(lll):
A [catecolo]=[4nitrocatecolo]=1*18M, [Fe(ll)]= 1*10°M,
B [catecolo]=[4-nitrocatecolo]=[Fe(lIl)]= 1*1tM
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Figura41. Diagrammi ternari per I'Al (111):
A [catecolo]=[4-nitrocatecolo]=1*1tM, [Al(lIl)]= 1*¥10 °M
B [catecolo]=[4-nitrocatecolo]=[Al(ll)]= 1*10M
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Per definire oggettivamente le capacita leganti adbcolo e del 4-nitrocatecolo e
opportuno confrontare la concentrazione del metdl&ryo in presenza del legante al pH
fisiologico del sangue (pH 7.4).

Nella Tabella 8sono riportate le concentrazioni libere del metallo, resge come
pMe'*, logaritmo negativo della molarita, per una cotigione di legante pari a0
®M e metallo 110°M; sono inoltre riportati i pMe per il Desferal emil Deferiprone,

attualmente utilizzati nella terapia chelante.

Legante pFe pAl
Catecolo 14.2 10.4
4-Nitrocatecolo 19.6 14.7
Desferal 26.6 194
Deferiprone 19.3 16.4°

Tabella8. Valori di pMe per i leganti.

Confrontando i pFe tra catecolo e 4-Nitrocatecel@vidente come la concentrazione
del ferro libero € inferiore in presenza del secolegante.

Il pFe del 4-Nitrocatecolo e inferiore a quello desferal ma e paragonabile a quello
del Deferiprone, mostrando quindi capacita leganaito simili.

Il 4-Nitrocatecolo si rivela un legante migliore |deatecolo anche nei confronti
dell'alluminio, ma il pAl € nettamente inferioregaelli del Desferal e del Deferiprone.

Il 4-Nitrocatecolo, grazie al suo valore di pFepeesta come base nel design di nuovi
chelanti. A causa del basso peso molecolare e ddt&e dimensioni della molecola
I'utilizzo del legante tal quale puo non esseresgnke, ma pud essere utile progettare

delle molecole simili all’enterobactina contenedegli anelli nitrocatecolici.
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E’ attualmente in uso un medicinale chiamato npece utilizzato nelle patologie di

tipo cardiaco che contiene un anello nitrocatecolic

3.6 Misure Voltammetriche

La reazione redox del catecolo riportata nello &whel e stata studiata con la

voltammetria ciclica ed i voltammogrammi registratpH 2, 5 e 12 sono riportati in

OH
OH O
— + 2H+ + 2e
/

Schemadl: Reazione di ossidazione del Catecolo.

Figura 42.
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Figura42. Misure voltammetriche del Catecolo ai pH 2, 5, 12.
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A pH 2 i gruppi ossidrilici del catecolo sono pno#ti, mentre a pH 12 non lo sono piu.
Nel voltamogramma a pH 2 i picchi di ossidaziondie&iduzione sono irreversibili,
sono lontani e non presentano la medesima alt&aastandosi verso pH piu alti la
forma del grafico varia e la risoluzione diminuissmo a pH 12 in cui il segnale non da
piu un’informazione significativa.

In Figura 43 é riportato il voltammogramma del Rg@d pH 2.
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Figurd3: Voltammogramma del Fe(lll) a pH 2

In Figura 44 sono riportati i voltammogrammi dedtema Catecolo-Fe(lll) nel rapporto

molare 3:1 a diversi valori di pH.
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Figura 44: Voltammogrammi del complesso Catecolo-Fe(lllydapporto 3:1 a pH 2, 5, 7, 10

Oltre al complesso Catecolo-Fe(lll) in rapporto amel 3:1, € stato studiato anche |l
rapporto molare 2:1 agli stessi valori di pH. Osgaado la Figura 45 in cui sono
riportati i grafici si nota che i picchi di ossidaze e riduzione che a pH 2 sono ben
distinti, gia a pH 5 non sono piu percepibili. Aaradi pH superiori a 5, il segnale non
ha piu significato.

Sono tuttora in corso misure preliminari sul cont@orento ossido-riduttivo del

complesso 4-nitrocatecolo-Fe(lll) e dei complessntati da entrambi i leganti con

I'alluminio(lll).
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Figura45: Voltammogrammi del complesso Catecolo-Fe(lll) raglporto molare 2:1 apH 2, 5, 7, 10
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Capitolo 4

Equilibri di formazione dei complessi tra acido 3-netossi

salicilico, orto vanillina e ioni Al(lll) e Fe(lll)

Dopo aver studiato molecole con due sostituentidaBsi, € sembrato interessante

estendere il discorso anche a molecole che corgereltre ad un gruppo ossidrilico,

sostituenti come il gruppo carbossilico o carbanili

Nella Figura 1 sono riportati i nomi e le formulelld molecole che sono state studiate:

Figural.Nome e formula dei composti studiati

Nome Formula Nome Formula
OH Acido 3- OH
Orto-vanillina] OH OCH; Metoss HOO OCH;
salicilico
OH
Iso vanillina OCH; i i
OH
OH OH
OCHg OCHg
Vanillina Acido vanillico
CHO COOH




4.1 Schema del lavoro

Come nei precedenti casi, lo studio degli equiltirformazione dei complessi tra i
leganti e gli ioni Al(lll) e Fe(lll) e stato suddso in due fasi principali:

» Studio dei pK di deprotonazione dei leganti allaperatura di 25°C;

» Studio della formazione dei complessi con il Fg@Il'Al(lII).
Lo studio dei pK di deprotonazione dei leganti dledeostanti di formazione dei
complessi e stato eseguito mediante misure poteriche, spettrofotometriche e
NMR.
Orto vanillina, iso-vanillina, vanillina, acidoawmillico, acido 3-metossi salicilico,

Al(NO3)39H,0, erano prodotti Aldrich e sono stati usati semieriore purificazione.

4.2 Costanti di protonazione dei leganti

4.2.1 Misure potenziometriche e spettrofotometich

| pK dei leganti sono stati determinati mediant®ldizioni potenziometriche e
spettrofotometriche, eseguite in presenza di urpter@ di forza ionica 0,1M in KCI
alla temperatura di 25°C.

L’orto vanillina, I'iso vanillina e la vanillina sw caratterizzati da un solo pK che é
stato ricavato per via potenziometrica e spettoofwtrica. Il pK della vanillina é stato
determinato solo attraverso la potenziometria; resemolto elevato il valore del
coefficiente di estinzione molare, si dovevano agede misure spettrofotometriche ad
un concentrazione del legante di 2 x*1MI; le aggiunte di KOH necessarie per la
titolazione erano cosi piccole che e stato possitelgistrare solo pochi spettri. Lo
spettro della vanillina ottenuto con l'aggiunta mma di KOH sperimentalmente

possibile e riportato nella figura 2. L'acido vdieib presenta invece due valori di pK



ricavati per via potenziometrica e spettrofotoneetrinfine, i due pK di deprotonazione
dell'acido 3-metossi salicilico cadendo uno a pHIltmacido e laltro a pH molto
basico sono stati determinati solamente per vi#trgpe ossia preparando una serie di
soluzioni con la stessa concentrazione di legate, una concentrazione di HCI
crescente da 2.50°M a 4 M per il primo pK, e con una concentrazi@nescente di
KOH per il secondo pK da 4:80*'M a 1.7-10M.

Nelle tabella 2 sono riportati i valori di pK dittui leganti in studio seguiti dai rispettivi
spettri UV-Visibile (Figura 2). Le assorbanze satate riportate in funzione di — log
[H] o — log [OH]. Per concentrazioni di [fl > 1M, & stato calcolato il valore di’H

proposto da Hammkt

Composti pK; 25°C pKz 25°C
Orto vanillina 7.72(1) -

Iso vanillina 8.77(1) -
Vanillina 7.20(1) -
Acido 3-metossi salicilico 2.61(1) 13.74(1)
Acido vanillico 4.28(1) 9.04(1)

Tabella 2: Valori dei pK di protonazione dei legastudiati.
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spettrofotometrica dei leganti staidia

Figura2: Titolazione



4.3 Complessi del Ferro(lll)

4.3.1 Misure potenziometriche e spettrofotometrich

Le reazioni di complessazione tra i leganti e itré@ll) sono state studiate mediante
titolazioni potenziometriche e spettrofotometrich®ono state preparate diverse
soluzioni con rapporti molari legante-metallo 1211 e 3:1 mantenendo costante la
concentrazione del legante. Le misure sono stdéttedte a 25°C in presenza di un
tampone di forza ionica 0.1M in KCI. Sono statidsati gli equilibri di complessazione
solo dell'acido 3-metossi salicilico e dell'ortonilina, dato che le misure preliminari
sugli altri leganti hanno dimostrato che non aera&videnti segni di complessazione.
Nella Figura 3 vengono riportati gli spettri uv4ibie dell’acido 3-metossi salicilico e

dell’orto vanillina con il ferro (lll) nei diversiapporti molari studiati.
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Figura3: Titolazione spettrofotometrica dell'acido 3 metiosalicilico e dell'orto-vanillina con il Fe(lll)

nei rapporti molari 1:1, 2:1 e 3:1.

Osservando gli spettri dell'acido 3 metossi-satioilcon il Fe(lll) si nota che gia a pH 3

si forma un complesso; infatti, &€ presente una &antbrno a 550 nm la cui intensita

diminuisce allaumentare del pH. Dai dati potenzetrici ho attribuito questa banda

alla formazione del complesso 1:1.

Per quanto riguarda I'orto vanillina anche in qoesiso gia a pH 3 si nota una banda

intorno a 650 nm caratteristica della formazionkcdenplesso 2:1. In entrambi i leganti

dopo pH 6 si osserva la precipitazione degli idhss ferro.



4.3.2 Modelli di complessazione

L’elaborazione dei dati potenziometrici e spetttofoetrici ha permesso di elaborare

per i sistemi 3-metossi salicilico-Fe(lll) e ortanillina i modelli riportati in Tabella 3.

Modello 25°C, KCI 0,1M

MgLiHp 3-metossi salicilico | Orto-vanillina
[FeL]? 16.44 -
[Fely] 28.86 -
[FesLa)?* - 37.8
[FesLa(OH)]" - 33.6

Tabella3: Modello MyL;H, per il sistema Legante- Ferro

Nel caso del 3-metossi salicilico-Fe(lll) a pH nookicidi si nota un complesso gia
formato la cui stechiometria pud essere propostdatapotenziometrici come [Fel]

A pH maggiori di 3 si forma un complesso di steamétria 1:2. Dopo pH 6 inizia la
precipitazione degli idrossidi di ferro.

L’orto vanillina forma complessi di tipo polimeriati stechiometria L\M 4:2 a partire

da pH-2. Le curve di distribuzione per i due leganti soportate nella Figura 4.

g it e G e Bl Amsisiasaisice s
= — o0 "y
S 80 © FesyHy S| Fel e
=Rl _ ~ a0 >
i, i = v
E g0 1 Feth.'-.l P %ED d :’K
= @
40 /\ 540 1
= I ! FeH h "
5 20 4 ks £ FeH
3?\ El ] . I = ‘SQ D T T = T
0 2 4 6 E 0 2 4 B 5

Figura4:. Curve di distribuzione dei leganti 3 metossichdio e orto vanillina col Ferro.



La formazione dei complessi che si formano a pH &tata seguita mediante una
titolazione acida in batch, ossia misurando l'asspra di una serie di soluzioni
contenenti la stessa concentrazione di metalegante ma aventi una concentrazione
di acido crescente da ZI9°M a 0.4 M. Di seguito (Figura 5) vengono riportgti
spettri Uv-visibile della titolazione acida del 3tossi salicilico col ferro nel rapporto
1:1 e dell'orto vanillina col ferro nel rapportol2:Tale rapporto é stato scelto perché a
pH acido si forma il complesso di stechiometria et I'orto-vanillina e il complesso

1:1 per I'acido 3-metossi salicilico.

1.6 pH 2.60 1

1.2+ |

pH 2.56

Absorbance
o o
~ 0
L ‘ L ‘
i
Absorbance
o o o
N S o
L ‘ L ‘ L ‘
%

H

0 T ‘ \ ‘ \ ‘ \ | 0 ‘ \ ‘ I ‘ T — \
300 400 500 600 700 80p 400 500 600 700 800 90
Wavelength (nm) o Wavelength (r'_lm)
3 metossi salicilico ferro 1:1 acido orto vanillina ferro 2:1 acido

Figura 5: Titolazioni spettrofotometriche acide dell'acid® metossi salicilico/Fe(lll) 1:1 e dell'orto
vanillina/Fe(lll) 2:1.

Per meglio comprendere la stechiometria dei corsptdse si formano a pH acidi e per
controllare che non si formassero complessi daatechiometria, abbiamo effettuato
anche il Job Plot del sistema acido 3 metossiibaticd-e(lll) a pH 2.64 e del sistema

orto vanillina Fe(lll) a pH 2.2 riportati rispettamente nelle figure 6 e 7.
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Figura6: Job Plot dell'acido 3 metossi salicilico\Fe(lll). Figurd Job Plot dell’'orto vanillina\Fe(l11)
[L]=6x10°M, [Fe]= 6x10°M, A= 596 nm [2)R10°M, [Fe]= 2x10°M, A= 580 nm

| dati ottenuti hanno confermato il modello di Spene proposto; notiamo, infatti, che
I'acido 3-metossi salicilico a pH 2.64 forma un q@esso di stechiometria 1:1 mentre

I'orto vanillina a pH 2.2 un complesso di stechidnae2:1.

4.3.3 Quantomeccanica molecolare

Attraverso i calcoli di meccanica molecolare é astairevista la geometria di

coordinazione piu stabile per i diversi complebsi-igura 8 sono riportate le geometrie
calcolate per i complessi [FEL$ [Fely] formati dall’acido 3 metossi salicilico e per il

complesso [F£.4]**dell'orto vanillina con il ferro.



Complesso Geometrie
Acido 3 metoss salicilico Orto-vanillina
- .
[FeL]® -
[FeLz]_
[Fezl_ 4] 2+

Figura8: Geometrie di coordinazione calcolate col progran8RsARTAN per i complessi formati da
acido 3 metossi salicilico e orto vanillina col FB(

4.4 Complessi dell’Alluminio(lll)

| complessi formati dall’alluminio(lll) sono stastudiati sia potenziometricamente che
mediante misure NMR; le misure spettofotometricbe sono state effettuate in quanto

non si osservano variazioni spettrali significatikeante la titolazione.
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4.4.1 Misure NMR
Acido 3-metossi salicilico\Alluminio

Per i complessi formati dall’'acido 3-metossi sétioi con I'alluminio(lll) sono stati
registrati gli spettri NMR a pH 1, 3, e 5. In Figu® é riportato lo spettro del solo
legante a pH 3 dove si osservano 4 segnali: il preegnale cade a 3.9 ppm ed é
attribuito al protone D, € un segnale singolo warifo non si ha accoppiamento; il
secondo segnale cade a 7 ppm, dovuto al protone éyg tripletto in quanto si ha
accoppiamento con i protoni B e C; il terzo segrade a 7.3 ppm, € un doppietto
attribuibile al protone B che accoppia con quellpilAquarto segnale cade 7.5 ppm,

dovuto al protone C che accoppia con quello A.

g
HOO OCH;

T T T I T T T T T T T T T [T
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7

Figura9:.Spettro'H-NMR dell'acido 3-metossi salicilico a pH 3
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Confrontando lo spettro del legante libero con lijdel complessi dell’ acido 3-metossi
salicilico-Al(lll) 3:1, 2:1 e 1:1 allo stesso vaeodi pH (pH 3), riportati rispettivamente
nelle Figure 10, 11 e 12, si osserva la comparshueinuovi segnali (in blu) relativi al

complesso 1:1a 7.2, 6.8 e 3.8 ppm.

D

D

T T T O T T T T T P T T T T T T T T
6 7.4 7.2 7.0 6.8 L 4.0 3.9 3.

Figural0: Spettro'H-NMR dell’acido 3-metossi salicilico Al 3:1 a pH 3

AL LA R A AR R R RN RRRRN ARR AR R [rTrrrprrrep T

.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ( 0 3.9 3.8 :

Figurall: Spettro'H-NMR dell'acido 3-metossi salicilico Al 2:1 a pH 3

B RN N AR N R AR RN RE R Rl L A LENL N B T
6 7.4 7.2 7.0 6.8 &6 ljo 319 3,18

Figural2: Spettro'H-NMR dell'acido 3-metossi salicilico Al 1:1 a p3
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Nello spettro della soluzione contenente il legantemetallo in rapporto molare 2:1 a
pH 5, riportato in Figura 13, si osserva 'aumedtantensita dei segnali relativi al
complesso 1:1 e la comparsa di segnali aggiunditiibuibili al complesso legante-

metallo 2:1(in verde).

6.807
——————— §.781

Figural3: Spettro NMR dell'acido 3-metossi salicilico-Al(JIR:1 a pH 5

Grazie ai risultati ottenuti mediante gli spettrMR, e stato possibile confermare i
modelli ottenuti elaborando i dati potenziometricifatti a pH[ 3 e gia presente |l

segnale relativo al rapporto molare 1:1 e i segdelilegante libero; a pH 5 si ha la
comparsa dei segnali relativi al rapporto molargalee-metallo 2:1, & presente

contemporaneamente una certa quantita di 1:1, endimhinuisce l'intensita del segnale

del legante libero.

Orto vanillina\Alluminio
Per i complessi formati dall'orto vanillina con lliaminio(lll) sono stati registrati gli

spettri NMR a pH 3, 4 e 5. In Figura 14 ¢ riportiatepettro del solo legante a pH 3.
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Si osservano 4 segnali, il primo a 7.2 ppm, il selooa 7.4 ppm, il terzo a 8.9 ppm e |l

quarto a 10 ppm .

3.935
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Figural4:.Spettro'H-NMR dell'orto vanillina a pH 3

Nello spettro della soluzione contenente il legantemetallo in rapporto molare 1:1 a
pH 3, riportato in Figura 15, si osserva a 3.9 ppmuovo segnale dovuto al complesso

(in blu).

3.806

Figural5: Spettro'H-NMR dell'orto vanillina /Al nel rapporto 1:1 a3
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Anche nello spettro della soluzione contenenteegahte e il metallo nel rapporto
molare 3:1, 2:1 e 1:1 a pH 4, si osserva la preselet segnale relativo al complesso

con intensita differenti (Figura 16).

8.897

3.887

T T T T T T
4.0 3.9 e
21 1:14-0 3.9 3.8

Figural6: Spettro NMR dell'orto vanillina-Al(lll) 3:1, 2:1 &:1 a pH 4

A pH 5 é presente ancora il segnale dovuto al cesspl ma la sua intensita diminuisce
fino a scomparire nel rapporto molare 1:1 a cawgka gbrecipitazione di idrossidi di

alluminio (Figura 17).

1:1
2:1

T l LI I rey g ?

- 3.9

Figural7: Spettro NMR dell’'orto vanillina-Al(lll) 3:1,2:1 &:1apH5
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Anche questi dati hanno confermato il modello dnptessazione proposto dall’analisi

dei dati potenziometrici.

4.4.2 Modelli di complessazione

| risultati sperimentali ottenuti dagli studi pordmmetrici e NMR condotti sui
complessi formati da acido 3-metossi salicilico reo ovanillina con I'alluminio sono

stati elaborati con il modello riportato nella Thaéd.

25°C, KCI 0,1M
Modello M4L 1Hp | Acido 3 metossi salicilicd Orto vanillina
[AIL] ¥ 14.0 -
[AIL 5] 25.6 -
[AIL 5(OH)] 19.5 -
[AIL 2(OH);]™ 11.2 -
AlyL>(OH), - Bassa stabilit3
[Al ,(OH),]** 7.7
[AI(OH)]** -5.41
Al(OH)3 -15.18
[AI(OH) 4] -24.37
[Al 3(OH),>* -13.69

Tabellad: Modello MyL,H, per I'Alluminio.

L’acido 3-metossi salicilico forma complessi digt®metria L\M 1:1 e 2:1 con diversi

gradi di deprotonazione. Dopo pH 6 inizia la préegione degli idrossidi di alluminio.
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L’'orto vanillina invece forma presumibilmente comgsi di tipo polimerico di

bassissima stabilita del tipo,Ab(OH)a.

Le curve di distribuzione per I'acido 3-metossi@ghto sono riportate nella Figura 18.

AlCH - 3-metossisalicilico 1:1
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Figural8: Curve di distribuzione per I'Al(lII)

4.4.3 Quantomeccanica molecolare

Le geometrie piu probabili per i diversi complessno state ottenute da calcoli di

guantomeccanica molecolare e sono riportate inr&ig.

Complesso Geometria
3-metossi salicilico Orto-vanillina

[AIL] *

[AIL 2]
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AlLL (OH)4

Al3L>(OH)4

Figural9: Geometria di coordinazione per i complessi forrdatB metossi salicilico e orto vanillina con
Al

4.5 Efficacia dei leganti

Per valutare oggettivamente e confrontare l'efi@adi questi leganti € opportuno
calcolare il valore di pM definito come il logariomegativo della concentrazione del
metallo libero, per una concentrazione di legarte @ 110°M e metallo 110°M a
pH 7.4 (pH fisiologico del sangue); nella tabell&&o inoltre riportati i p¥ per il
Desferal e per il Deferiprone, attualmente utilizzeella terapia chelante e quelle del

catecolo e del 4-nitro-catecolo.

Legante pFe pAl
Acido 3-metossi 12.0 10.1
salicilico
Orto vanillina 12.5 -
Catecolo 14.2 10.4
4-Nitrocatecolo 19.6 14.7
Desferal 26.6 19.4
Deferiprone 19.3 16.4

Tabella 5: Valori di pM calcolati per i vari sistemi.
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Confrontando i valori di pM notiamo che i compledsil’orto vanillina e dell’acido 3-
metossi salicilico con il Fe(lll) sono piu stahiispetto a quelli con I'Al(l11). Tuttavia
questi leganti hanno una capacita complessante reninspetto al catecolo e al 4
nitrocatecolo in quanto presentano un valore dipMbasso e non sono competitivi
rispetto a quelli attualmente utilizzati nella f@eachelante dei metalli essendo i valori

di pM calcolati notevolmente inferiori rispetto aaili del desferal e del deferiprone.
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Capitolo 5

Equilibri di formazione dei complessi di alcuni le@nti

catecol-bifosfonici con lo ione Fe(lll)

| leganti bifosfonati sono stati oggetto di numerstudi per la loro considerevole
efficacia nel chelare vari ioni metallici come Gg(Mg(ll), Fe(ll), Fe(lll), Cu(ll) e
Al b234

D’altra parte, anche i leganti catecolici sonoistatdiati intensamente per la loro alta
affinita per i metalli nel loro stato di ossidazéopiu alto, come per esempio il Fe(lll) e
alcuni attinidi come I'uranio(IV) e il torio(IV¥: & 78 910

Per queste ragioni, leganti contenenti sia il goupptecolico che quello bifosfonico
potrebbero presentare verso diversi ioni metalii@ capacita chelante anche maggiore.
A tal proposito viene presentato uno studio potameirico e spettrofotometrico sugli

equilibri di complessazione tra il Fe(lll) e alcdaganti catecol-bifosfonici sintetizzati

nel laboratorio di Drug Research, Institute of Mia&/ledica, Shangai Institute

5.1 Schema del lavoro

Lo studio degli equilibri di formazione dei compdesra i leganti catecol-bifosfonici
con lo ione Fe(lll) é stato suddiviso in due fasncipali:

» Studio dei pK di protonazione dei leganti alla temgture di 25°C;

» Studio della formazione dei complessi dei legaatecol-bifosfonici con il Fe(lll).
Lo studio dei pK di protonazione dei leganti e éetlostanti di formazione dei

complessi con il Fe(lll) e stato eseguito mediamgsure potenziometriche e



spettrofotometriche. Nella tabella 1 viene ripartaino schema dei leganti che sono

stati studiati. Come si pud notare sono state ahterte le costanti di protonazione di

tutti i leganti e le costanti di formazione dei quessi ad eccezione di quelle con i

leganti 3 e 4 che richiedono ancora ulteriori studi

Leganti Costiadi protonazione Costanti di formazioe
dei leganti dei complessi
1
\ _OH
pC
HO & ~oH
2
OH N OH
HO “OH
OH
HO & TOH
3
/OH
Oxp_oH
HO
)
HO 07 [~OH
OH
4
OH QA L OF
HO \< “OH
OH
//P<OH
5
Q _oH

T
p—OH
HO O// “OH

Tabellal: Leganti studiati




Per poter verificare come varia la capacita congalet® di un legante in funzione della
posizione e dal tipo di sostituenti, abbiamo presaonsiderazione leganti che si
differenziano per il numero e la posizione dei giugOH sull'anello, per la lunghezza
della catena alifatica e per i sostituenti preseatiatomo di carbonio legato ai gruppi

bifosfonati.

5.2 Costanti di protonazione dei leganti

5.2.1 Misure potenziometriche e spettrofotometich

| pK dei leganti sono stati determinati mediant®ldizioni potenziometriche e

spettrofotometriche, eseguite in presenza di urptera di forza ionica 0,1M in NacCl

alla temperatura di 25°C.

Di tutte le costanti di deprotonazione solo quediativa alla prima deprotonazione del
gruppo catecolico (pK 9) e stata determinata casurei spettrofotometriche. Il secondo
gruppo fenolico, infatti, perde il protone a pH>&3quindi la sua costante non e
determinabile in maniera accurata né potenzionztregnte né con misure
spettrofotometriche per la facile ossidazione deipgi catecolici a pH elevati. Le

costanti di deprotonazione relative ai gruppi fosfg che per la maggior parte non
comportano variazioni spettrali, sono state deteatei per via potenziometrica.

Nelle figure 1, 2, 3 e 4 vengono riportate le &mbni spettrofotometriche dei leganti

riportati in tabella 1, registrate utilizzando wamamino ottico di 1 cm.
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Figura4: Titolazione spettrofotometrica del legabte

Sovrapponendo gli spettri UV-Visibile del legantgriportato in blu), con quelli del
catecolo (in nero), da pH 6 a pH 11 (figura 5) aotd che il legante 1 ha una forma
spettrale simile a quella dello spettro del catecsl nota solamente un leggero red-
schift dovuto alla maggiore complessita della strat del legante. Si possono trarre le
stesse osservazioni dallo studio degli spettrildganti 2, 3 e 5. L’evolving factor
analysis mostra per i quattro leganti la formazidnélue sole specie assorbenti; nelle
figure 6 e 7 sono riportati per esempio i grafiteouti dall’evolving factor analysis per
il legante 1 e per il legante 2. Si deduce, quirdtie per questi leganti l'unica
deprotonazione accompagnata da una significativiaaiane spettrale € quella di uno

dei gruppi -OH dell’'anello.
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o
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280
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Figura5: sovrapposizione dello spettro UV-Visibile deldexge 1 e del catecolo
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Il legante 4 (figura 8), invece, presenta una forspattrale diversa rispetto a quella
degli altri quattro leganti; infatti, € presenteaumanda intorno a 320 nm da pH 4 a pH
7.6 dovuta alla deprotonazione di un gruppo bifosfo ed un’altra banda a pH

maggiori dovuta invece alla deprotonazione di ueiogduppi -OH dell’anello.

Absorbance

Wavelength (nm)

Figura8: Titolazione spettrofotometrica del legadte

Sovrapponendo il grafico di distribuzione, ottenwtai dati potenziometrici con le
bande UV-Visibile decomposte (figura 9), si not& éhpossibile seguire spettralmente
la scomparsa della speciglHe la formazione di quella 44 (deprotonazione di un
gruppo bifosfonico) mentre a valori piu alti di Hosserva la formazione della specie

H.,L (deprotonazione di un gruppo catecolico).
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Figura9: Grafico di distribuzione sovrapposto alle Figurg0: ipotesi di sequenza di

bande decomposte del legadte deprotonazione del legante 4

| valori di pK ricavati per tutti i 5 leganti songortati nella tabella 2; possiamo notare
che i valori dei pK di deprotonazione dei primi gpu fosfonici cadono a valori di pH
molto bassi; inoltre, il primo gruppo catecolicodgprotona prima dell’'ultimo gruppo
bifosfonico e il secondo gruppo catecolico si depma a pH maggiore di 13 per tutti i
leganti. | valori di pK con [lasterisco sono quelthe sono stati ricavati

spettrofotometricamente.



Tabella2: Costanti di protonazione dei leganti catecol-iémici.

Fosfonati catecoli
PKi | pKz | pKs | pKa | pKa | PpKp
Q\ P/OH
OH 0.66 | 2.94 | 6.91 | 11.15| 9.94| >13
//P<
HO o) OH
1
OH Q L OF
OH 1.4 | 1.76| 6.40| 11.4| 10.04 >13
N
HO & TOH
2
/OH
0)
~p—OH
HO.
‘ Q 0.40 | 3.32| 8.03 10.68 9.94 >13
P
OH
3
oH Q L OF
HO. \< ~OH
o—OH 1.40 | 2.20| 7.28 10.39 9.14 | >13
/ N
7 ~OH
4
O\\ P/OH
HO “OH
OH | 0.62 | 3.03| 7.000 10.66 9.81 >13
//P<OH
HO o
5




5.3 Complessi del Ferro(lll)
5.3.1 Misure potenziometriche e spettrofotomegich

Le reazioni di complessazione tra i leganti e itré@ll) sono state studiate mediante
titolazioni potenziometriche e spettrofotometrich®ono state preparate diverse
soluzioni aventi rapporti molari legante-metallal,12:1 e 3:1 con concentrazione

costante di legante. Le misure sono state effetta&@5°C in presenza di un tampone di

forza ionica 0.1M in NaCl.(Figure 11 e 12).

1-Fe 5-Fe

1.2+ 0.6

o
IS
|

Absorbance
Absorbance

I
N
|

300 400 500 600 700 8 300 400 500 600 700 8(2% .
Wavelength (nm) . l Wavelength (nm) . 1

1.2+ 0.6

pH 10.8

Absorbance
o
i

Absorbance
o
?

T
300 400 500 600 700 8
300 400 500 600 700 800 2 B 1 Wavelength (nm) ? . 1

0.6

0.4—

Absorbance
Absorbance

0.2

T T T ] . T ! |
300 400 500 600 700 80 300 400 500 600 B(i .
Wavelength (nm) ) 1 Wavelength (nm) . l

Figural1l. titolazioni spettrofotometriche dei leganti 1 ech il Fe(lll) a diversi rapporti molari
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Figural2: titolazione spettrofotometrica del legante 2 @d¥e(lll) nei rapporti molari 3:1 e 1:1.

Osservando gli spettri UV-Visibile del legante le 8 nei diversi rapporti molari si nota
come le forme spettrali siano molto simili; peleijante 1, nel rapporto molare L\M 1:1,
si ha formazione di precipitato a pH basici, messaevidenza dalla perdita di
risoluzione dello spettro.

Sovrapponendo gli spettri della soluzione L\M 2:3:&, per esempio del legante 1 (in
verde), con gli spettri del catecolo (in rossoyfia 13), si nota che in questi ultimi a
pH acidi & presente una banda a 700 nm e un’aB&am che indicano che il gruppo
catecolico coordina il ferro gida a bassi valori mi; per il legante 1, invece, la
coordinazione del gruppo catecolico interviene rvali pH basici, infatti solo dopo
pH 8 é visibile una banda che si sovrappone a ajw#l catecolo a questo pH. In
definitiva dunque il gruppo catecolico coordinéeilro a pH maggiori di 8, mentre a pH

acidi il ferro & coordinato solo dal gruppo bifasi.
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Figural3: titolazione spettrofotometrica del catecolo (mssovrapposte a quelle del legante 1 (verde).

5.4 Modelli di complessazione

L'elaborazione dei dati potenziometrici e spetttofoetrici ha permesso di elaborare

per i sistemi legante 1\2\5-Fe(lll) i modelli ripati in Tabella.3

Modello 25°C, NaCl 0,1M

MqLiH, 1 5 2
[FeoL oHq] 69.4(1) 79.53(6) 69.4(1)
[FeoL oH3] 66.73(4) 74.26(5) 66.28(6)
[FeoLoHo] 62.86(3) 67.78(6) 62.29(4)
[FesLoH] 57.87(2) 60.46(6) 57.33(3)
Fel, 51.38(2) 52.52(6) 51.05(4)
[FeoL2(OH)] 43.34(3) 43.70(6) 43.37(4)
[FeLoHe] 69.13(7) 73.61(6) -
Fel,Hs 65.79(6) - -
FeloH, 61.77(4) - -
FeloHs 56.60(2) - -
[Fe(OH)[ -2.75
[Fe(OHY]* -6.99
Fe(OH) -10.65

Tabella3: costanti di formazione dei complessi dei legan® e 5 con il Fe(lll)
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Sia nel legante 1 che nel 5 sono presenti le sdetiee 2:1 variamente deprotonate,
mentre nel legante 2 il modello prevede solamengpécie 2:2 variamente deprotonata.
Qualungue tentativo di introdurre forzatamente peecgee 2:1 nel modello non ha
migliorato il fitting. Le curve di distribuzione detre leganti con il ferro nei tre diversi

rapporti molari sono riportati nella Figure 14,636.

Legante 1 Fe 1:1 Legante 1 Fe 2:1
o 100 g & 100" 9
S g sl | S gy e
Fe,LH
-% Fe,l,Ha _ /ez Z" Fegl, -%
® 607 Fe,L,H, ®
c c
S 407! S
2y £
S 207 S
s +—FeH = s
0 T T T T
2 6 10 10
pH
_ Legante 1 Fe 31
o 100
':'9- 80: FeH,
[
g 60'_ FeL,H,
S 401
= Fe,L
g ] “2-2
5 201 ) .
o ] Fe,L5HFe,L3H
> 0 Fei'-Ze"Ziﬁ N S
2 6 10
pH

Figural4: curve di distribuzione del legante 1 con il Fe@éldiversi rapporti molari

Nel diagramma di distribuzione del legante 1 cotdenel rapporto molare 2:1e 3:1
sono presenti a basso pH le specie L\M 2:1 e a piggiore le specie 2:2; nel caso
invece del diagramma del legante 1 col ferro regbporto molare 1:1 sono
predominanti le specie 2:2 in tutto il range di [dié. stesse osservazioni sono valide
anche per il legante 5; mentre per i diagrammiistiridbuzione del legante 2 si nota la

formazione dei complessi 2:2 variamente deprotanpartire da pH 2.
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Figural6: curve di distribuzione del legante 5 con il Fe@élldiversi rapporti molari




Per meglio comprendere il meccanismo di complessazili questi leganti con il ferro,
e utile osservare il diagramma ipotetico di distaione ternario
catecolo-bifosfonato-ferro, ottenuto dai singoli deth binari Catecolo-ferro e
bifosfonato-ferro, riportato in Figura 17, dove redta come il gruppo bifosfonato
coordini il ferro a pH acidi e che solo a valoriphl > 8 compaiano delle specie in cui il

ferro & coordinato dal gruppo catecolico.

CPFe3:31

100
] FeC,
807

(o2}

<
oa
(¢
nv)

NS
Q.2
\

% formation relative to Fe

o
w s
U"_
~
O -
=
=

pH
Figural7: diagramma di distribuzione ternario del sisteratecolo-bifosfonato-Fe(lll)

Dalla sovrapposizione del diagramma di distribueiael legante 1 con il Fe(lll) nel
rapporto 3:1 con il profilo delle bande decompdstg.18) si nota che le specie che si
formano a pH acidi ([FelHs]", [FeLoHs]?, [FelsHJ] >, [FeLuHs] ™), non assorbono e che

I'assorbimento appare in concomitanza con la foramezdella specie Fke,; dopo pH 7.

100 =

80+
60
] FeL,t
40+

207

% formation relative to Fe

Figural8: diagramma di distribuzione del legante 1-Fe(iB) rapporto 3:1 sovrapposto alle bande
decomposte
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Dato che solamente il gruppo catecolico di questjahti, intervenendo nella
coordinazione del ferro, da luogo a variazioni spitapprezzabili, se ne deduce che
nei complessi [FelHg], [FeloHs]?, [FelsHs]™ e [FelHs]™ che non assorbono, il
gruppo catecolico non é coinvolto nella coordinagiodel ferro e un’ipotesi di
coordinazione per questi leganti puo essere gureltai il ferro € coordinato dai gruppi

fosfonici delle due molecole di legante come mastiafigura 19.

?H H‘o'H H(')

0 0

H

\/P—o\‘ o—P(

H CHyCH Fé H—CH OH
eo| Vo
07| \\o OH

OH HH HO

Figural9

Dalla sovrapposizione del diagramma di distribueiatel legante 1 con il ferro nel
rapporto 1:1 con le bande decomposte (Figura 200p& che le specie [HeH4],
[FeLoHs], [FelsHs]? che si formano tra pH 2 e 5 non assorbono e ché wn

assorbimento in concomitanza con la formazioneadgiecie F&,H intorno a pH 5.
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% formation relative to Fe

Figura20: diagramma di distribuzione del legante 1-Fe(tk) rapporto 1:1
sovrapposto alle bande decomposte

Nei complessi [F&.H4], [FelL:Hs], [Fel.H,]™? il catecolo non & dunque coinvolto
nella coordinazione e lipotesi strutturale piu lpabile vede i due atomi di ferro, a
ponte tra due molecole d’acqua, coordinati dai grdpsfonati delle due molecole di

legante come mostrato in figura 21.

ol 9 wmH? | o
H vl
Xp_o ‘ o—p”
/ AN 4 \
H CHyCH Fé F ?H—CH OH
\ O/ N /‘e\ ”
/ LAY \
O// HH o \\O OH
oH "
H H HH S
Figura2l

Al contrario, nelle specigFe,L.H]3, [FeL,]™ e [FelL,H.1]™ che assorbono, il gruppo
catecolico € ora coinvolto nella coordinazione. [&ldigura 22 vengono riportate le

ipotesi di coordinazione delle specie {EH] 3, [FeL,]™.
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L'ipotesi di coordinazione per la specie jEgH] vede un ferro coordinato dai gruppi
bifosfonati delle due molecole di legante e l'alieoro coordinato dal gruppo catecolico
di una molecola di legante. Questa specie puo essarsiderata come precursore del
complesso [Fg,]™* laddove vengano deprotonati anche i gruppi cateicdgll'altra
molecola di legante; la coordinazione della spdEiel.]™, infatti, vede un ferro
coordinato dai gruppi bifosfonati e I'altro ferr@ardinato dai gruppi catecolici delle

due molecole di legante.

5.5 Calcoli di quantomeccanica molecolare

Attraverso i calcoli di meccanica molecolare é astairevista la geometria di
coordinazione piu stabile per i diversi complessi.

Per tutte le specie sono state studiate tuttedengtrie per le diverse specie e poi sono
state scelte quelle che presentavano la formalausiile e I'energia piu bassa.

Nella tabella 4 sono riportate le geometrie cakeofger i complessi [Re2] ™, [FeLoH,]

e [FelbHg] .
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[FelLoHg]

Tabella4: geometrie calcolate per i diversi complessi

5.6 Efficacia dei leganti

Per definire oggettivamente le capacita chelantileiganti 1, 2 e 5 per il ferro e
opportuno confrontare la concentrazione del metdl&yo in presenza del legante al pH
fisiologico del sangue (pH 7.4).

Nella Tabella Ssonoriportate le concentrazioni libere del metallo,respe come pMe,
logaritmo negativo della molarita, per una concezitne di legante pari all0°M e
metallo 110°M dei leganti 1, 2 e 5 e di alcuni leganti bifosdtin studiati in

precedenza.
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Legante pFe Legante pFe Legante pFe
Q - OH A D
o OH 17.9 o ?H o 20.5 |0 b 4%0,4 17.9
7 SOH Ho—P—C— A oH Ho OCH
i (0] / ? N
1 HO CH; OH
OH Q on B
H \OH O\\ H /O
OH 17.2 | vo—p— 7,%0,4 19.8
/7 SOH Ho” OH
HO
Q_on c
HO. P<OH o ?H 0
jg/\/\< o | 17.2 |o—pcdon | 189
PC Ho' &, oM
HO 7/ SOH 2

Tabella5: Valori di pM

Confrontando il valore di pFe del legantecon quello del legant@ notiamo che
I'introduzione di un ulteriore gruppo —OH nell’ateldiminuisce il valore di pFe del
legante 2 e quindi la sua capacita chelante. Questo € dovartmbabilmente
allaumentato ingombro sterico. Come si pud notdaé valore inferiore di pFe del
leganteb anche I'allungamento della catena che unisceuppgo bifosfonato al gruppo
catecolico provoca un abbassamento del pFe rispeliigantel.

Il legante bifosfonato sempliceAY ha un valore di pFe di 20.5. Questo valore e
maggiore rispetto a quello degli altri leganti sfilmnati in cui I'atomo di carbonio
centrale € sostituito. Infatti notiamo una dimirme del valore di pFe (19.8) nel

legante B) in cui 'atomo di carbonio centrale e sostituitla un gruppo fenile,
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probabilmente a causa dell’effetto induttivo e nmesm di tale sostituente. Come si puo
notare dal leganteCj che ha un valore di pFe di 18.9, anche l'allungato della
catena non migliora il valore di pFe. Infine not@mehe la capacita chelante del legante
(D) in cui anche un atomo di fosforo porta un sostita, in particolare il gruppo —
OCH; che ha un forte effetto mesomero, € minore rispgtiello degli altri leganti e
confrontabile con quello dei leganti catecol-bitosti.

Confrontando i valori di pM di tutti i leganti risial che I'introduzione dell'anello
catecolico in una molecola, contenente gia un mpupifosfonato, influenza
negativamente il valore di pFe e quindi i leganti2Zle 5 presentano una capacita
complessante per il Fe(lll) inferiore rispettoeganti A, B, C e D. in realta, osservando
il diagramma di distribuzione (Figura 23) ottenpir una concentrazione di legadte
1-10°M ed una concentrazione di metallo dil@®M in assenza di idrossidi (non
presenti nel sangue a pH 7.4) si nota che le speaiui il Fe e coordinato anche dal
gruppo catecolico sono presenti significativamesatie dopo pH 7.4, valore di pH a cui
si determina il pFe. In queste condizioni e evideshinque che la presenza del gruppo

catecolico risulti ininfluente ai fini del calcottel pFe.

100

YdomationreativetoFe

pH

Figura 23: Diagramma di distribuzione [1]="20: [Fe(l1))]=10"°M
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6.1 Introduzione

La terapia chelante & necessaria per raggiungereamdizione bilanciata di ferfrmell'organismo

dei pazienti con lgB3-thalassaemia, che richiedendo una periodica sesfa di sangue per
prevenire 'anemig sono affetti da un sovraccarico di ferro. | peshl che i due farmaci
attualmente utilizzati nella teraoia clinica, deafe deferiprone sono stati ampiamente disés3i

e questo rende necessario e urgente la ricercaodienmolecle che abbiano una capacita chelante
efficace.

Le caratteristiche di un chelante ideale del ferro

Pagina 1: [6] Eliminato Crisponi 04/12/2006 15.35.00
, discusse estesamente in letteratura, sono ri@ssuan recente lavoro di Hidfeln questo studio i

leganti bifosfonati sono presentati come chelamitonpromettenti nei quali il sistema di legante P-
C-P ha una bassa tossicita, alta termostabilitd adche resistente alla degradazione enzimatica
Nonostante i loro limiti di assorbimento, causatil’dlta idrofilicita, i valori di pM dei bifosfong
sono confrontabili con quelli del deferiprone. onscopo di aumentare le capacita chelanti dei
bifosfonati, proponiamo la strategia di coniugartin altri gruppi aventi un’efficace capacita
chelante. L’1-hydroxy-2-pyridinone, che puo essgmesiderato come un acido idrossamico ciclico,
appartiene alla classe dei leganti hard biden@ime tali, essi sono capaci di complessare ioni
metallici hard come il Fe(lll) attraverso due atamniossigeno portando a un legante a 5 membri
molto stabil& ® *° | composti misti aventi sia un gruppo bifosfonatee uno idrossipiridinoico

sono stati sintetizzati a Parigi dal gruppo diduaey
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, mentre i leganti catecol bifosfonati sono stattetizzati a Shangai da Ding e collabordforin

guesto lavoro sono presentati studi potenziomegrgpettrofotometrici degli equilibri tra il Fe(yll
con dei leganti contenenti sia un gruppo bifosfonehe uno idrossi-piridinoico e calcoli di
guantomeccanica molecolare per valutare gli effé#tia lunghezza della catena nelle proprieta
coordinanti. | risultati ottenuti per i leganti riiissono confrontati con i semplici leganti

idrossipiridinoici.

1 J. B. PostemBritish Journal of Haematology, 115, 239-252 (2001)

2 C. HershkoPritish Journal of Haematology, 101, 399-406 (1998)

3 G. Crisponi, V.M.Nurchi, R. Silvagni and G. F&®|yhedron, 18, 3219-3226 (1999)

* G. Faaand G. CrisponiCoordination Chemistry Reviews, 184, 2-21 (1999)

®Z. D. Liu and R. C. HideCoordination Chemistry Reviews, 232, 151-171 (2002)

®R. C. Hider and Z. D. LiwCurrent Medicinal Chemistry, 10, 1051-1064(2003).
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phosphonopropylphosphonic
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pyridinecarboxylic acid
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6.2.5 Calcoli quantomeccanici

| calcoli sono stati effettuati con il programmap4Btan 02" per Linu®. La geometria dei leganti &

stata ottimizzata utilizzando metodi “ab inizio”rcan set di base 3-21i%
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. le geometriedei complessiono state affinateon metodisemi-empirict’, con un set dbase
AM1%8 AM1/SM2***% PM3'. Per ogni molecola sono stati determinati i cattiiormazione, le
cariche atomiche, elettrostatich®’, naturalé* e di Mulliker?®, sono state ricostruite le superfici di

densita elettronica e sono stati determinati dditai HOMO e LUMO.

6.3
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6.2.4 Misure NMR per l'Al(lII)

Gli spettri'H NMR sono stati registrati con uno spettrometroiafaVXR-300 a 299.93 MHz;
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il diametro della provetta contenente il campieng di 5 mm e si &€ operato ad una temperatura di
25°C.
Gli spettri "H-NMR sono stati registrati utilizzando,O come solvente e gli spostamenti o

chemical shifts sono stati riferiti al segnale st@lvente residuo (4.8 ppm).
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Risultati e discussione

6.3.1 Equilibri di protonazione
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dell'acido 1-hydroxy-6-oxo0-1,6-dihydro-2-pyridinetaxylic (
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dell'acido 3-{[(1-hydroxy-6-0x0-1,6-dihydro-2-pyridyl)carbonyllaming-1-phosphono
propylphosphonic, il
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Appendice

Reagenti
Strumentazione

Preparazione delle soluzioni



Reagenti

H,O bidistillata disareata

HCI Aldrich 0.1 N

HCI Aldrich 37%

KOH Aldrich pellets

KCI 99.99% Aldrich

KCI 3M

Standard Fe per assorbimento atomico Exaxol 14185 ppm
Standard Al per assorbimento atomico AnalyticaldcCarba 1mg/mL
HNO; Aldrich 65%

Catecolo @HgO, Aldrich 99%

4-nitrocatecolo @NCgH3-1,2-(OH), Aldrich 97%
FeCk- 6H,0O Aldrich 97%

AI(NOy)3 - 9H,O Aldrich RPE/ACS 99%

D0 Isotec Inc. 99.9% atomi di D

KSCN Carlo Erba 99%

DCI Aldrich 99.9% atomi di deuterio

NaOD Aldrich 99.9% atomi di deuterio
Vanillina GgHgOs Fluka >98%

Acido vanillico GHgO4 Aldrich 97%

Orto vanillina GHgO3 Aldrich 99%

Iso vanillina Aldrich 99%

Acido 3-metossi salicilico Aldrich 97%



v' Leganti catecol-bifosfonici sintetizzati nel labmmy of drug research di
Shanghai.

v' Leganti piridinon-bifosfonici sintetizzati a Parigia Lecouvey e collaboratori.

Strumentazione

¢ Titolatore automatico 665 Dosimat Metrohm

¢ Spettrofotometro UV-Visibile Cary 50 Probe Varian

¢ Spettrofotometro UV-Visibile a serie di diodi Hewl®ackard 8452 A
¢ Spettrofotometro di Fluorescenza Cary Eclipse &fari

¢ Potenziostato-Galvanostato PG Stat 30 Autolab

¢ Fibre Ottiche in torlon cammino ottico 0.2-1 cm

¢ Bilancia Mettler AE 240£ 0.00001 g)

¢ Bilancia Sartorius Basic:(0.0001 g)

¢ Stufa Memmert

¢ Stufa Heraeus Instruments Valutherm

¢ Bagno ad ultrasuoni Sonorex Super Bandelin RK 102 H

¢ Termostato Hetofrig

Preparazione delle soluzioni

1. Soluzionedi titolante
Il titolante utilizzato € una soluzione di KOH o @A 0,1 M preparata sciogliendo a
caldo KOH\NaOH solida in ¥D bidistillata fatta precedentemente bollire pecaidue

ore per ottenere una soluzione il piu possibilegdi CQ.



La soluzione viene raffreddata sotto flusso di argosigillata con del parafilm. La
determinazione della concentrazione avviene perpagenziometrica usando come

titolante una soluzione di HCI standard volumetrico

2. Mezzoionico

I mezzo ionico scelto per lo studio degli equililom soluzione puo influenzare gli
equilibri stessi date le proprieta complessantilidagioni che costituiscono tali
composti.

Nel caso del Fe(lll) viene evitato I'uso dell’an®iCIQ,, pur essendo quello dotato
della minor capacita complessante rispetto a dlermitrati, perché comporta problemi
di tipo tecnico con l'elettrodo a vetro combinagi: ioni CIO,4, infatti, attraversano |l
setto ceramico che garantisce il contatto eletthiacanalita e soluzione interna di KCI
3M e precipitano sotto forma di KCJOIl perclorato di potassio solido ostruisce i pori
del setto poroso provocando una risposta instalaléelettrodo. Le soluzioni di N©
vengono ugualmente evitate nello studio spettrofietoico dei sistemi relativi al Fe(lll)
data la presenza nello spettro corrispondente dmassimo di assorbimento a 310 nm,
che cade dunque nella regione spettrale di interess

L’anione scelto nel caso del Fe(lll) e anche dé(fi) € dunque il cloruro, sottoforma
di KCl in concentrazione 0,1M.

Il cloruro di potassio viene tenuto in stufa akanperatura di 105°C per 24 ore. Viene
poi sciolto in acqua bidistillata, fatta bollireegedentemente. Il cloruro di potassio ha
peso molecolare 74.551; pertanto, per prepararéi $bluzione 1M si pesano 74.551g

di sostanza.



3. Soluzione madredi Fe(l11)

La soluzione di Fe(lll) e stata preparata a padaeCloruro di Ferro esaidrato FetCl

6H,0, puro al 97% e di peso molecolare 270,30. Paygueee 250 mL di soluzione ~

0.01M sono stati pesati 0.69665¢g che sono statiafise portati a volume con HCI a

titolo noto. La soluzione finale ha un pH di cirZaLa concentrazione di ferro e stata

poi titolata col metodo complessometrico.

3.1 Fe/Desferal

La formazione del complesso Fe-Desferal puo esgédizzata vantaggiosamente per la

determinazione spettrofotometrica del ferro(lll).desferal forma con il ferro(lll) un

OH
o |
AN N
N O O
\O \/ y CH,
“—Fe—0O
/ N\
?
HN NM
NH;

Figural:Complesso Fe(lll)-Desferal

100
] FelLH

80
60

40'_ FeLH,
FelL
20

12
pH

Figura2:Diagramma di distribuzione del sistema
Fe(lll)-Desferal (rapporto 1:1,7)

complesso 1:1 esacoordinato con

geometria  ottaedrica (figural). |l
complesso ha un’intensa colorazione
arancio bruna e lo spettro presenta una
banda con un valore di di circa 2700
M™*cm? a 428 nm.

| tre gruppi idrossamici del legante
formando un

coordinano il Fe(lll)

complesso a  stechiometria  1:1,
esacoordinato con geometria ottaedrica,
dalla colorazione giallo-bruna.

L'intenso assorbimento alla suddetta
lunghezza d’onda e610°molcm™L™),

I'esistenza in un ampio range di pH,



come risulta dal diagramma di distribuzibréportato in figura 2, e I'equilibrio di
formazione rapido e completo sono requisiti fondatale affinché la determinazione
spettrofotometrica rappresenti una metodica presdsaccurata.

La soluzione del legante deve essere presentec@sse in modo da garantire che tutto
il ferro presente sia complessato. Si € usato ppordo molare Fe:desferal 1:1.7 nello
standard pill concentrato in ferro. La soluzioneleiferal 7.6*13 M & stata ottenuta
sciogliendo 500 mg di deferoxamina mesilato (p.66.66 g/mol) in 100 mL di acqua
bidistillata.

Le soluzioni standard sono state preparate aggnawgquantita variabili di Fe(lll) da
una soluzione per ICP (la cui concentrazione dlifefra 1005 mg/l in HN@ al 2%,
d=1.015 g/mL) a 2.5 mL della soluzione madre di fBed, quindi diluendo in
matraccio a 25 mL (tabella 1).

Si sono analizzati 5 campioni prelevando un’aliquilla soluzione madre di ferro(lll),
aggiungendo 2.5 mL di legante e diluendo a 25 rahd(ia 2).

E’ stata misurata I'assorbanza a 428 nm per ghidsted ed e stata costruita la curva di

calibrazione riportata in figura 3.

'E.Farkas, E.A. Enyedy, H. Csoka, Polyedron, 1899)92391-2398



Assorbanza

1.4
1.2 -

0.8
0.6
0.4
0.2

Retta di taratura

y = 2669.92868x + 0.00570
R?=0.99994

0

0.0001

0.0003

0.0004

Concentrazione Molare di Fe(lll)

0.0005

Figura3: Retta di taratura Fe-desferal

Tabella 1: soluzioni standard usate per la rettarditura

diluizioni, & stata ricavata la concentrazionefdelo nella soluzione.

Sono state quindi misurate le assorbanze dei 5 icamg tenendo conto delle diverse

La retta di taratura e stata realizzata misuramaouno spettrofotometro a serie di diodi

modello HP 8452. Tutte le misure sono state effidtigon una cuvetta da 1 cm.

Standard mL Fe(ll1) mL Desferal | A,q.m [Fe]

1 0.058 2.5 0.11554| 4.45*T0
2 0.1280 2.5 0.25258| 8.9*T0

3 0.1869 2.5 0.36586| 1.335*10
4 0.2478 25 0.48164| 1.78*f0
5 0.3113 2.5 0.60195| 2.225*10
6 0.3766 25 0.72731| 2.67*t0
7 0.444 2.5 0.85441| 3.115+f0
8 0.5002 2.5 0.96548| 3.56*10
9 0.5577 2.5 1.06948| 4.005*10
10 0.6253 2.5 1.19707| 4.45*10




L’equazione della retta di calibrazione*d®.9999) ricavata alldm.,=428 nm mostra una
pendenza pari a 2669,9. Questo valore rapprederdafficiente di estinzione molaeedel
complesso ferro/desferal alla lunghezza d’onda28idm.

Da questo valore, mediante la relazionee@<con I=1cm), si ricavano le concentrazioni

dei cinque campioni preparati a partire dalla solue madre di ferro.

Tabella 2: soluzioni dei 5 campioni preparatlalaoluzione madre.

Campione | mL Fe(l11) | mL Desferal A8 0m [Fe]
1 0.654 mL 25 0.729935 2.67*1(
2 0.654 mL 25 0.726212 2.67*1(
3 0.654 mL 2.5 0.724289 2.67*10Q
4 0.654 mL 2.5 0.731186 2.67*1Q
5 0.654 mL 2.5 0.74064p 2.67*10Q

La concentrazione di quest’ultima pud cosi essepFessa come valore medio delle
cinque determinazioni (Tabella 2) e si associa sghein errore pari alla deviazione

standard delle cinque misure: [Fe(111)]=(0.03000001)mol/L.

3.2 FE/KSCN

Il tiocianato forma con il ferro un complesso chliegenta un’intensa colorazione rosso
bruno. Si ha sviluppo di colore anche per un rajgpbe-SCN pari a 1:2 tuttavia in
questi rapporti si ha la formazione di piu di umgdesso a diversi rapporti molari Fe-
SCN.

Per questa ragione, la soluzione del legante dssere in forte eccesso in modo da
facilitare la formazione di un unico complesso amtigolare quello 1:3 che presenta una
banda a 478 nm. Si e usato un rapporto molare Fé{&@ a 1:100 per lo standard piu

concentrato in ferro.



Sono state lette le assorbanze a 478 nm di soiugiandard preparate aggiungendo
un’aliquota della soluzione madre di Fe(lll) otteamda una soluzione per ICP (la cui
concentrazione di Fe(lll) era 1005 mg/l in HN@ 2%), a 3 mL di una soluzione di
KSCN 0.84 M, quindi diluendo in matraccio a 25 mtabella 3). La retta di

calibrazione ottenuta é riportata in figura 4.

Retta di taratura

1.6 7 y = 1564.05497x - 0.00222

1.4 - R2 = 0.99992
12

1.0
0.8
0.6 -
0.4
0.2
0.0 \ \ \ \ \ \

0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012

Concentrazione molare di Fe(lll)

Assorbanza

Figura4: Retta di taratura Fe-SCN

Tutte le misure sono state effettuate mediantecumatta da 0.2cm.

Tabella 3: soluzioni standard usate per la rettarditura

Standard mL Fe(lll) ML SCN mL HCI A478 nm [Fe]M
1 2 3 2.4 0.3125 0.0002
2 4 3 2.4 0.6265 0.0004
3 6 3 2.4 0.9369 0.0006
4 8 3 24 1.2462 0.0008
5 10 3 24 1.5751 0.001




Si sono analizzati due campioni a diversa conceiatna prelevando rispettivamente
1.25 e 1.75 mL di ferro dalla soluzione madre f(uita sciogliendo 1.39323¢g di FeCl
in 500 mL di HCI 0.0102 M), aggiungendo 3 mL didete e diluendo a 25 mL.

Sia agli standard che ai campioni (prima di portaw®lume) sono stati aggiunti 2.4 mL
di HCI 0.1030 M (infatti la soluzione in esame Un@a concentrazione di acido pari a

0.01 M) (tabella 4).

Campione mL di Fe ML SCN ML HCI As7gnm [FelM
1 1.25 3 2.4 0.79900 0.0005
2 1.75 3 2.4 1.1270 0.0007

Tabella 4: soluzioni dei 5 campioni preparati daliéuzione madre.

Dai valori di assorbanza ottenuti dalle soluziomadgnite e tenendo conto delle diverse
diluizioni si ricava la concentrazione della satue di Fe(lll). La concentrazione

ricavata e: [Fe(lI)]=(0.01020.0001)mol/L.

4. Soluzione madredi Al(I11)

La soluzione madre di Al(lll) e stata preparatagliendo 0.9474 g di Al(Ng)3©QH,O
(PM 375.15 g/mol) in 250 mL di HN$ 0.0099M (concentrazione determinata
potenziometricamente).

La metodica utilizzata prevede la reazione di casgdzione dell’Al(lll) con il legante
EDTA e la successiva retrotitolazione del’lEDTAe&ocesso con una soluzione standard
di Mg(ll).

Si preparano quattro campioni trasferendo in unaeb25 mL della soluzione madre di
Al(lll) e aggiungendo 10 mL di EDTA standard 0.05680 Si porta la soluzione

ottenuta a un volume di circa 100 mL, si aggiungaltoine gocce di Nyal 15% circa



fino a percepirne I'odore e raggiungere cosi un gdmpreso tra 7 e 8 e si porta
all'ebollizione per qualche minuto per garantire dampleta complessazione del
metallo. Si raffredda fino a temperatura ambiense @orta nuovamente il pH al valore
7-8. Si aggiungono 50 mg di miscela solida omogereza eriocromo T/KN@all'1%

in indicatore e si titola I'eccesso di EDTA corawspluzione standard di Mg(ll) 0.0680
M fino al viraggio dal blu al violetto. La soluzienstandard di Mg(ll) si prepara
sciogliendo 2.033 g di MggbH,0O (p.m. 203.31 g/mol) in 200 mL di,B bidistillata e
titolata con EDTA standard 0.0500 M fino al viragglell'indicatore NET dal violetto
all'azzurro.

L'attendibilita del metodo & confermata verificanidoconcentrazione di alluminio di

una soluzione standard di Al(lIl) ottenuta per ilone da uno standard per AA.

5. Soluzioni del leganti

Le soluzioni dei leganti sono state preparate gionente per pesata e disciolti in acqua
bidistillata di fresco e disaerata con argon pem80uti. Il titolo e stato determinato
potenziometricamente.

Quando si é reso necessario la stabilita del teganstata verificata prima di ogni

titolazione misurandone I'assorbanza nella zona UV.

5.1 Purificazione dd catecolo
Il catecolo e stato disciolto a 50°C in toluena,sbluzione e stata lasciata raffreddare a
temperatura ambiente e filtrata con un gooch. Lstasza cosi cristallizzata € stata

conservata al buio in essicatore.



