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“De veras tomo los cielos y la tierra como testigos contra ustedes hoy, de que he puesto
delante de ti la vida y la muerte, la bendicion y la invocacion de mal; y tienes que escoger la
vida a fin de que te mantengas vivo, ta y tu prole, amando a Jehova tu Dios escuchando su
voz y adhiriéndote a él, porque él es tu vida y la longitud de tus dias, para que mores sobre

el suelo que Jehova juro a tus antepasados Abrahan, Isaac y Jacob que les daria.”
(Deuteronomio 30:19-20).

Esto es lo que ha dicho el sefior Jehova “... Aqui estoy creando nuevos cielos y una nueva tierra; y

las cosas anteriores no seran recordadas ni subiran al corazon.” (Isaias 65:13,17).
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|. INTRODUCCION.

El estafio es un elemento perteneciente al grupo 14 y del bloque P dentro de la tabla
periodica de los elementos; su concentracion en la corteza terrestre es de 2.2 partes por
millon (ppm) y la principal fuente de dicho metal es la casiterita (SnO;), en su estado
nativo es un metal maleable y ductil, presentando dos formas alotrépicas en funcién de
la temperatura; el estafio a y estafio B, asimismo, presenta dos estados de oxidacion:
Sn(ll) dando lugar a compuestos estannosos y el Sn(lV) a los compuestos estannicos
No obstante, al expandir su capa de valencia se utilizan orbitales d lo que permite
coordinar cinco pares de electrones formando especies pentacoordinadas con
geometria de bipirdmide trigonal con hibridacién spd, mientras que al coordinar seis
pares de electrones da lugar a especies hexacoordinadas con geometria octaédrica e
hibridacion sp®d?.*

La quimica de los compuestos de organoestafio se inicié en 1849 cuando Frankland
sintetizo el yoduro de dietilestafio a partir de estafio metalico y yoduro de etilo, dichos
compuestos se caracterizan por tener al menos un enlace C-Sn en su estructura y la
estandarizacion de la sintesis de este tipo de compuestos se sistematizé hacia 1937;2
debido a que estos compuestos poseen fuerte actividad bioldgica su uso se generalizé
en la década de 1940 como biocidas en conservadores alimenticios, asi como aditivos
en dentitrificos, agroquimicos y principalmente en las pinturas de los cascos de los
buques con el propdsito de evitar la adherencia de moluscos, pero el efecto destructivo
en los ecosistemas marinos motivé su prohibicién a partir de 1987.3

En la actualidad los compuestos de organoestafio tienen un amplio intervalo de
aplicaciones, entre las cuales, destacan su uso en quimica organica en la
polimerizacion del uretano, la estabilizacion del policloruro de vinilo (PVC), como
catalizadores en reacciones transesterificacion, sintesis enantioselectiva, en la
formacién de nuevos enlaces C-C, asi como su participacion en reacciones de tipo

Reformatsky.*>®



Por otro lado, debido a su actividad antimicrobiana, antifingica y citotdxica, es de
particular interés su potencial aplicacion en medicina. El constante aumento de cepas
resistentes a los farmacos de uso comun, asi como las desventajas que representan los
efectos adversos de los mismos a motivado la busqueda de nuevas alternativas, por lo
gue se han sintetizado gran niumero de compuestos de organoestafio con una amplia
variedad estructural y diferentes tipos de ligantes tales como aminas, carboxilatos,
salicilatos, bases de Schiff, asi como con ligantes biolégicamente activos como
penicilinas, cefalosporinas, flumenamatos, esteroides, porfirinas, carbohidratos, acidos
nucleicos, péptidos y aminoécidos;’ los cuales presentan importante actividad biolégica,
que depende, del nimero de grupos organicos unidos al metal como de su naturaleza
quimica. El orden de toxicidad se muestra en forma descendente y es:
R3SNX>R,SnX,>RSnX3>R,4Sn (X= ClI, Br, I, N, S, O), siendo proporcional a la longitud
de la cadena alquilica, los tetraorganoestananos generalmente son inactivos. De
acuerdo a los estudios de citotoxicidad realizados frente a diversas lineas celulares
procedentes de diferentes tipos de tumores humanos y murinos se observa que la
mayor selectividad y potencia corresponden a los n-butilderivados.®”®

El presente trabajo comprende la sintesis de compuestos de coordinacién derivados de
diorganoestafio con ligantes tridentados de tipo bases de Schiff derivados de a-
aminoacidos y salicilaldehidos sustituidos en la posicién cinco. Todos los compuestos
sintetizados se caracterizaron por RMN de 'H, *C, *°Sn y espectrometria de masas
realizando una evaluacién preliminar de la actividad citotdxica hacia diferentes lineas
celulares derivadas de tumores humanos, asi como de su actividad antiinflamatoria y

antioxidante.



ll. ANTECEDENTES.

A. ASPECTOS TERAPEUTICOS EN COMPUESTOS DE COORDINACION.

La investigacibn en compuestos de coordinacién con aplicaciones terapéuticas ha
revolucionado la practica médica en las Ultimas décadas, por ejemplo, la conjunta
aplicacién de agentes terapéuticos que contienen isé6topos radiactivos como **°Sm
empleados en el tratamiento del osteosarcoma, dieron lugar al nacimiento de la
medicina nuclear.™

Las técnicas de diagndéstico como la RMN al utilizar medios de contraste basados en
compuestos de coordinacién de Gd**, permite la deteccién temprana de canceres y
otros padecimientos, que antes de su aplicacion era imposible. No obstante, antes del
descubrimiento de las propiedades antiproliferativas del cis-platino por Barnett
Rosenberg en 1965, esta area de la quimica era muy poco explorada.'*™*?

Después de las investigaciones pertinentes el cis-platino se aprobé en 1979 para el
tratamiento de tumores de cabeza, cuello, aparato reproductor, pulmén y ciertos tipos
de cancer del tracto gastrointestinal; debido sus efectos adversos como nefrotoxicidad y
neurotoxicidad, se impulsé la sintesis de analogos como el carboplatino con el objetivo
de incrementar la eficacia y disminuir la toxicidad del compuesto lider; el carboplatino
esta caracterizado por tener en su estructura un anillo de ciclobutanodicarboxilato que
es un ligante mas estable que los atomos de cloro del cis-platino, idea que surgio
debido a que si se reducia la reactividad de la molécula también se observaria una
disminucién proporcional en la nefrotoxicidad, hecho demostrado al realizar los
correspondientes estudios clinicos, pero la neurotoxicidad y emésis son efectos
adversos importantes; a pesar de ello, el carboplatino fue aprobado en 1985 para el
tratamiento de tumores refractarios al cis-platino, ocurriendo la misma situacion
posteriormente con el oxaliplatino y nedaplatino (Figura 2.1), los cuales tienen en

general las mismas indicaciones terapéuticas.®
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Figura 2.1 Compuestos de coordinacion de platino utilizados actualmente en quimioterapia.*®

El cis-platino es un compuesto de geometria plana cuadrada y neutro, su actividad
antitumoral se explica por medio de su capacidad de atravesar la membrana
plasmatica. Cuando esto sucede, la concentracion intracelular de iones CI" disminuye,
entonces se produce el desplazamiento de los ligantes cloruro por el agua convirtiendo
al cis-platino en una especie cargada positivamente y consecuentemente atraida por el
DNA que se encuentra cargado negativamente formando finalmente un quelato, donde
la formacion de los enlaces de coordinacion es irreversible, de hecho, la mayor parte de
las lesiones al DNA se producen por enlaces dentro de una las cadenas; los complejos
mas abundantes se forman con el N-7 de la guanina; otro derivado de una guanina y
una adenina adyacentes, asi como el complejo derivado del N-7 de dos guaninas que

tienen otra base entre ellas, como se muestra a continuacion en la figura 2.2*.

H3N\ NH3 H3N\ /NH3 H3N\ /NH3
/Pt\ /Pt\ /Pt\
5—G—G—3' 5—A—G—3 5—G—N—G—3
3J—C—C—% 3—T——C—5% 3—C—N——C—5%'

Figura 2.2 Complejos formados a partir de la interaccién del DNA con cis-platino.™



Las sales inorgénicas de estafio se han utilizado desde tiempos remotos para combatir
infecciones en la piel causadas por Stafilococcus aureus. Los compuestos de
organoestafo constituyen una familia de compuestos con elevada actividad biocida de
amplio espectro principalmente antimicrobiana y antifingica, de modo, que estas
propiedades se han aprovechado para la eliminacion de gérmenes, ejemplo de ello es
el benzoato de tributilestafio utilizado en combinacion con formaldehido para la limpieza
de pabellones deportivos y hospitalarios desde 1954. Desde la introduccién del cis-
platino en clinica como farmaco antineoplasico, se han realizado numerosas
investigaciones con el objetivo de desarrollar nuevos principios activos debido
principalmente a sus efectos adversos.*

La busqueda de nuevos antineoplasicos derivados de platino esta siendo abandonada
debido a problemas como dificultad de sintesis, inestabilidad quimica, insolubilidad,
toxicidad pronunciada, entre otras; por o que se han realizado investigaciones para
desarrollar farmacos antineoplasicos de base metalica diferente al platino.*®

En 1972 Crowe observo que el acetato de trifenilestafio inhibia el crecimiento de
tumores malignos en modelos murinos, iniciando asi una area de investigacion con el
propésito de desarrollar agentes antineoplasicos derivados de compuestos
organometalicos de estafio (IV).*

Pero hasta el momento, no se ha encontrado un compuesto lider como en el caso del
cis-platino a partir del cual realizar modificaciones estructurales de manera racional, en
otras palabras, no se conoce un grupo farmacdéforo, responsable de su actividad
farmacolégica. A la fecha se han probado miles de compuestos con ésta finalidad
emulando en principio al cis-platino, sin embargo, los compuestos organometélicos de
estafio son una clase diferente de compuestos. En la siguiente tabla se muestran las

principales similitudes y diferencias entre compuestos de platino y organoestafio:**’



Elemento Naturaleza

Elemento metélico del séptimo periodo y de la primera serie de

transicion, cuyo estado de oxidacion mas estable pertenece a la especie

Platino Pt(ll). Asimismo, los compuestos de coordinacion son monoméricos en
estado sélido.
Elemento metélico del quinto periodo y elemento representativo, el
Estafio estado de oxidacion corresponde a la especie Sn(lV). Ademas, los

compuestos de coordinacion son poliméricos en estado solido en la

mayoria de los casos.

Tabla 2.1 Similitudes y diferencias entre compuestos de coordinacién de estafio y platino.”

En este contexto, los compuestos de platino con niamero de coordinacion de cuatro
presentan una geometria plana cuadrada, mientras que los respectivos compuestos de
estafilo muestran una geometria tetraédrica; los compuestos pentacoordinados de
estafio presentan geometria de bipiramide trigonal distorsionada, de manera, que una
emulacion del cis-platino no es posible.

En cambio, los compuestos hexacoordinados de estafio (IV) presentan una geometria
octaédrica, en donde es posible la existencia de isomeria cis-trans con atomos de
halégeno y de nitrdgeno como en el caso de los pseudohalogenuros de estafio (1V) del
tipo R,SnX;L, 0 R,SnX,LM, en donde X es un atomo de halégeno, R es el fragmento
organico unido covalentemente al centro metélico y puede ser una cadena alquilica o
un grupo arilo, mientras que L y M corresponden atomos en el ligante (generalmente
bidentado) capaces de donar pares de electrones al metal tales como nitrégeno,

oxigeno o azufre (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Geometria de compuestos hexacoordinados de estafio y cis-platino.™

Los ensayos de actividad biolégica in vitro (principalmente antimicrobiana y
citotoxica)de éstos compuestos muestran ésta en funcion tanto del nimero de grupos
organicos unidos al metal como por su naturaleza en el siguiente orden:
R3SNX>R,SnX,>RSnX3>R,4Sn; los tetraorganoestananos y monorganoestannanos en
general son inactivos en diversas lineas celulares procedentes de diferentes tipos de
tumores humanos y murinos; la mayor selectividad, potencia y menor toxicidad
corresponden a los n-butilderivados; la presencia de atomos donadores de pares de
electrones como azufre, nitrdbgeno y oxigeno es fundamental. Asimismo, los
triorganoestannanos presentan una elevada toxicidad al grado de cuestionar la
viabilidad en su desarrollo.*®

Hasta la fecha se han sintetizado diversos compuestos con ligantes como alcoholes,
tioles, aminas, &cidos carboxilicos, bases de Schiff, compuestos organicos
heterociclicos, asi como derivados de ligantes biolégicamente activos como antibiéticos
B-lactdmicos, aminoacidos, péptidos, carbohidratos, entre otros; observando en todos
los casos elevada actividad biolégica, principalmente antimicrobiana y citotéxica.®® Por
ejemplo M. Gielen (Figura 2.4) informé en 1996 que los compuestos de coordinacion
derivados de 2,6-Piridindicarboxilatos con 6xidos de di-n-butilestafio (compuesto 2.1) y
difenilestafio (compuesto 2.2) presentan una mayor actividad citotéxica que el cis-

platino en las lineas celulares MCF-7 (cancer de mama) y WiDr (cancer de colén).*®
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Figura 2.4 Compuestos de coordinacion sintetizados por M. Gielen.*®

En un trabajo posterior M. Gielen (Figura 2.5) aprecio la misma tendencia al emplear
derivados del acido salicilico utilizando ambas lineas celulares comparando los
resultados con el cis-platino, encontrando que el compuesto mas activo corresponde al
derivado proveniente del acido 5-Metoxisalicilico, aislando el compuesto 2.3 como

dimero.*®
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Figura 2.5 Compuesto dimérico obtenido por M. Gielen a partir del acido 5-Metoxisalicilico.*

Asimismo, Xanthopoulou y sus colaboradores describieron (2003) compuestos
derivados de mercaptobenzotiazol con 6éxidos di-n-butilestafio y di-n-metilestafio
formando los compuestos de coordinacion correspondientes; mediante estudios de
difraccion de rayos X demostraron que poseian geometria octaédrica distorsionada,
donde los fragmentos organometalicos ocupan las posiciones axiales, en tanto que las
posiciones ecuatoriales se encuentran los dos atomos de azufre y el atomo de nitrogeno
del ligante. Al someterlos a ensayos de citotoxicidad se observo dichos compuestos son

marcadamente activos en lineas celulares de sarcoma de rata. %



En 2006 E. Gomez (Figura 2.6) describio la sintesis de compuestos de coordinacion con
ligantes tridentados de tipo 2.4-2.5 que fueron evaluados frente a lineas celulares PC-3
(prostata), MCF-7(mama), HCT-15(colon) U-251(sistema nervioso central), donde los
mejores resultados se observaron en contra de la linea celular K-562 (leucemia
mielégena crénica). Los valores de desplazamiento quimico en '*° Sn RMN

corresponden a compuestos con geometria pentacoordinada.?

R
Bu,SnO _
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R= Me 2.4b R=Me
R=CI 2.4c R=CI
Ph Ph
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OH HO 07Sn—0
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Figura 2.6 Compuestos de coordinacién descritos por E. Gémez.*

Por otro lado, los di-n-butilderivados con bases de Schiff pueden ser usados como
modelos de investigacion de reacciones de transaminaciéon que efectGan enzimas
dependientes de piridoxal. Debido a éstas observaciones, se han sintetizado numerosos
compuestos de tipo base de Schiff derivados de a-aminoacidos con el propédsito de
mimetizar los sitios activos de muchas enzimas. Ademas, los derivados que involucran
piridoxal, histidina y salicilaldehido son de particular interés debido a la importancia
biologica de los residuos de histidina en los sitios activos de enzimas, de hecho, las
bases de Schiff derivadas de salicilaldehido y L-aminoacidos se consideran analogos
del piridoxal, pero las bases de Schiff derivadas de histidina no se han aislado, por la



presencia de impurezas formadas en reacciones de competencia durante su formacion
y por tanto imposibles de separar.??

En este contexto, L. Casella y M. Gulloti (Figura 2.7) informaron que la reaccion entre L-
Histidina y piridoxal en medio basico acuoso produce tetrahidropirido[3,4-d]-imidazol
derivados ciclicos (Compuestos 2.7 y 2.8); posiblemente la reaccidén procede a través
de la formacion de un intermediario de tipo base de Schiff (Compuesto 2.6), resultados
similares se obtuvieron con salicilaldehido al aislar el respectivo derivado ciclico
(Compuesto 2.8), lo cual puede ocurrir a través de una sustitucién electrofilica
aromatica intramolecular entre el anillo heterociclico de imidazol y la aldimina.
Asimismo, la presencia de iones metalicos no conducia a productos de ciclizacion al

coordinarse éstos a las bases de Schiff formadas como intermediarios en la reaccién.?®
(o]

K ‘ OH

HN NH

o

HO

2.6 27 2.8
Figura 2.7 Estructuras propuestas por L. Casella y M. Gulloti para los productos obtenidos de la reaccion

entre L-Histidina con salicilaldehido y piridoxal.23

Este hecho sugiere que estos compuestos y sus analogos actien como antimetabolitos
del piridoxal y de este modo impulsando la sintesis de compuestos de coordinacion de
diorganoestafio derivados de bases de Schiff de a-aminoacidos del tipo N-[(2-
Hidroxiaril)alquiliden]-a-aminoéacidos, en 1997 M. Gielen y colaboradores sintetizaron
complejos derivados de glicina, alanina, valina, leucina, metionina y fenilglicina, 2-
hidroxi-1-naftaldehido y 6xido de di-n-butilestafio, los complejos obtenidos mostraron
elevada actividad citotdxica, en particular hacia la linea celular M19 MEL (melanoma).
Basandose en la informacion obtenida mediante estudios de Mdssbauer se establecio

10



que los complejos exhiben una geometria de bipiramide trigonal alrededor del centro
metalico.?*

Por otra parte, Han-Dong Yin (Figura 2.8) en 2004 sintetiz6 complejos con ligantes
derivados de salicilaldehido, tript6fano y valina formando las respectivas bases de Schiff
en reflujo de etanol y una vez obtenida la imina, ésta se hizo reaccionar con o6xido de di-
n-butilestafio. Los valores obtenidos en '°Sn RMN sugieren la presencia de
compuestos pentacoordinados, mientras que el anadlisis de difraccion de rayos X
muestra que tanto dos grupos butilo como el atomo de nitrogeno de la imina se
localizan en las posiciones ecuatoriales, mientras que el oxigeno fendlico y el grupo

carboxilo ocupan las posiciones axiales.?

R

o) o]

RIIIH} /

/SQ\ 2.9aR' = -CH,
o) |N R /

2.9b R’ = -CHp-CH-CHj
CHg

N
H

Figura 2.8 Compuestos obtenidos utilizando a-aminoacidos por Han-Dong Yin.*
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Otro ejemplo citado en la literatura son los compuestos del tipo N-(3,5-
Dibromosaliciliden)-a-aminoacidos reportados en el 2005 por L. Tian (Figura 2.9)
empleando glicina, alanina, valina y fenilalanina, en su trabajo L. Tian encontré que los
compuestos tienen geometria pentacoordinada en solucion, los estudios de difraccion
de rayos X sugieren que los complejos de la serie 2.10 presentan una tendencia similar
al caso anterior. Posteriormente, los complejos se hicieron reaccionar con un
equivalente de cloruro de difenilestafio (IV) aislando aductos del tipo 2.11, lo cual se

comprobé al observar dos sefiales en °Sn RMN.

R [ :]
o \N ” \N/¥ /

: o
Cl
O——Sn—oO0 O——Sn—O0
AN N
Ph Ph Ph Ph
Br Br
2.10aR=H 2.11aR=H
2.10b R=Me 2.11b R=Me
2.10c R=i-Pr 2.11c R=i-Pr
2.10d R=Bz 2.11d R=Bz

Figura 2.9 Aductos obtenidos por L. Tian a partir de a-aminoacidos.?®

Los complejos de glicina y valina, asi como el aducto derivado de fenilalanina

presentaron mayor actividad citotéxica con relacion al cis-platino en ensayos in vitro

frente a las lineas celulares HelLa (cancer cérvico-uterino), CoLo 205 (cancer de colon)

y MCF-7.%
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B. REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES EN LA BUSQUEDA DE COMPUESTOS
LIDER EN DERIVADOS DE ORGANOESTANO.

La actividad antineoplasica del cis-platino y sus analogos se ha relacionado con el
angulo de enlace entre los atomos de cloro (el cual es menor a 95°) y a la distancia
entre los atomos de cloro y platino (menor a 3.6 A), ya que se ha observado en el DNA
que tanto la distancia como el angulo de enlace entre los tres centros (dos
corresponden al N-7 de cada guanina y el centro metalico) no se modifica.

Con relacion a los derivados de estafio en 1984 se considerd con base en estudios de
citotoxicidad de pseudohalogenuros de diorganoestafno activos in vitro, que la actividad
citotoxica estaba relacionada con el angulo de enlace; encontrandose que las
moléculas con dicha actividad debian tener un angulo de enlace entre los atomos de
halégeno en el intervalo de 103° a 105°, por lo que los compuestos con un valor distinto
podian considerarse inactivos. Esta tendencia se observd también para atomos
donadores de pares de electrones, particularmente en el caso del nitrdgeno en donde la
distancia entre este atomo y el centro metalico debe ser mayor a 2.39 A para que los
compuestos presenten actividad bioldgica, ya que los compuestos con valores distintos
se consideraban inactivos. Sin embargo, en la actualidad se conocen compuestos que
no cumplen con éstas estimaciones.®

La posible explicacion del comportamiento en los derivados antes mencionados se basa
en el estudio de compuestos que contienen al menos un enlace Sn-O obtenido a partir
de ligantes que originen dicho enlace o por la hidrélisis de los pseudohalogenuros de
diorganoestafio del tipo R,SnX,, los valores de angulo y distancia de enlace entre
ambos atomos donadores de pares electronicos (generalmente N, S, O), no muestran
variacion en relacion a los mostrados por los pseudohalogenuros de diorganoestafno

que presentan actividad citotdxica.?’
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Por otro lado, la formacion de compuestos de coordinacion de estafio con las bases
puricas y pirimidicas del DNA no depende del angulo ni la distancia de enlace de
acuerdo a las diferencias observadas entre dichos parametros en comparaciéon con los
compuestos de platino. Ademas, aquellos compuestos que tienen estabilidad hidrolitica
moderada son activos, indicando una posible predisociacién, la cual puede ser una
funcién de la acidez de los mismos.’

Segun la teoria de Lewis los halogenuros de estafio muestran la siguiente tendencia:
SnCl,>SnBr,>Snl,. En el cloruro de estafio (IV) y sus congéneres de diorganoestafio, el
orden de acidez esperado basandose en ésta teoria es el siguiente:
SnCl;>Ph,SnCl;>Me,SnCl,>Et,SnCl,>Bu,SnCl,; sin embargo los ensayos de
citotoxicidad presentan una tendencia no esperada, ya que los resultados muestran un
orden decreciente en la actividad bioldgica: Br>CI>l, de modo, que las tendencias de
acidez y la citotoxicidad no manifiestan correlacion alguna y la presencia de atomos
donadores de pares de electrones no modifica dicha tendencia; por lo que tales
parametros tienen escaso potencial predictivo.®

Lo anterior demuestra que en los derivados de diorganoestafo de la forma R,SnX,L,; R
determina la potencia y la toxicidad del compuesto, mientras que X determina el grado
de liberacién de la especie R,Sn**, de acuerdo a su estabilidad hidrolitica, donde uno
de los principales inconvenientes es la formacion de los correspondientes
hidroxocompuestos altamente insolubles o bien la formacion de aductos derivados de
proteinas que sean muy estables, es decir, no presenten disociacion posteriormente y
por tanto impidiendo su liberacion en el sitio deseado.

Finalmente, se han sintetizado compuestos de coordinacion con ligantes derivados del
diaminociclohexano emulando al oxaliplatino, pero los resultados de actividad

antitumoral muestran que éstos compuestos son inactivos.?®
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C. MECANISMO DE CITOTOXICIDAD DE COMPUESTOS DE ORGANOESTANO.

El mecanismo de accidon responsable es bastante complejo, las investigaciones
realizadas plantean que este tipo de compuestos ejerce su accion al interactuar en
primer lugar con la membrana plasmatica al intercalarse entre los fosfolipidos de
membrana interfiriendo con la sintesis y el transporte de los mismos afectando su
empagquetamiento y promoviendo la peroxidacién de lipidos.?

En segundo lugar, los organoestannanos inhiben la fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias por la alteracién en el equilibrio de intercambio i6nico de CI'y OH" en la
membrana mitocondrial.*

Mas recientemente, se han llevado a cabo estudios para elucidar el mecanismo de
accion de los compuestos de diorganoestafio utilizando compuestos del tipo R2SnX,L o,
donde L es el compuesto organico fenantrolina, el complejo se adicion6 a una solucion
de nucledtidos y de DNA extraido de timo de becerro, demostrandose que la
predisociaciéon y la liberacion de especies de las forma R,Sn?* es fundamental,
asimismo, se encontr6 que el ligante se intercala en el DNA, pero el fragmento R,Sn?*
forma enlaces de coordinacién con los grupos fosfato del DNA, una explicacion
plausible se obtiene en la teoria de acidos y bases de Pearson, debido a que los iones
fosfato son bases duras, mientras que los compuestos del tipo R.Sn?* son &cidos
duros.®*

D. PROCESO INFLAMATORIO.

El proceso inflamatorio incluye una serie de fenomenos desencadenados por diversos
estimulos provocados por infecciones bacterianas, isquemia, interacciones antigeno-
anticuerpo, asi como lesiones térmicas o fisicas, donde cada tipo de estimulo produce
un patron caracteristico de reaccion 0 respuesta. A escala macroscopica el cuadro
clinico muestra eritema, edema y dolor. Las respuestas inflamatorias surgen en tres
fases diferentes, donde al parecer cada una es regulada por mecanismos distintos: Una
fase transitoria aguda caracterizada por vasodilatacion local y mayor permeabilidad
capilar; una fase subaguda tardia que se identifica por la infiltracion de
polimorfonucleares, y una fase proliferativa crénica en la que se manifiesta

degeneracion y fibrosis tisular.
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E. MEDIADORES LIPIDICOS DEL PROCESO INFLAMATORIO.

Los compuestos quimicos derivados de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos se
denominan eicosanoides y son derivados del acido araquidénico, principal precursor de
la biosintesis de eicosanoides en mamiferos que proviene del metabolismo del acido
linoleico procedente de los alimentos; como respuesta a estimulos hormonales a través
de receptores de membrana acoplados a la enzima fosfolipasa C, ésta ataca los
fosfolipidos de membrana liberando &acido araquidonico y catalizando la hidrélisis de
fosfatidilinositol a diacilglicerol e inositol-1-4-5-trifosfato (IP3), que es responsable de la
liberacién de Ca?* intracelular que funciona como segundo mensajero; una vez liberado,
el acido araquidonico es metabolizado en productos oxigenados por medio de
diferentes sistemas enzimaticos como son las ciclooxigenasas y lipooxigenasas.*

Por otro lado, la enzima sintetasa de endoperéxido de prostaglandina conocida como
ciclooxigenasa, presente en la mayoria de los tejidos y teniendo dos isoformas
denominadas COX-1 y COX-2 (donde la primera isoforma es constitutiva) son las
responsables de la biosintesis de prostaglandinas. Estas enzimas presentan dos sitios
activos diferentes; el primeros de ellos es sintetasa de endoperoxido que oxigena al
acido araquidénico formando un endoperéxido ciclico de PGG a través de un grupo
hemo que es activado por un peroxido (iniciando el ciclo catalitico) oxidandose a una
especie oxorradicalaria de Fe'" que abstrae un atomo de hidrégeno de la enzima; a
continuacion, el radical formado abstrae un atomo de hidrogeno del C-13 pro-S,
posteriormente la adicion de oxigeno triplete seguida de ciclizacién y adicion de otra

molécula de oxigeno origina la prostaglandina PGG (Figura 2.10).3
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Figura 2.10 Mecanismo de sintesis de endoperoxidos de PGG.®

A continuacion, mostrando su actividad de peroxidasa la prostaglandina PGG
transforma PGG en PGH,;, quimicamente inestable y precursor de otras
prostaglandinas y por accidon enzimatica se convierten en productos como PGDy,
PGF., PGE; y PGI;, (prostaciclina), en tanto la tromboxano sintasa presente en las
plaguetas transforma PGH, en tromboxano A, el cual es precursor de otros
tromboxanos, los cuales son responsables de la constriccidn de vasos sanguineos y de

la agregacién plaguetaria como se muestra a en la figura 2.11.%
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Figura 2.11 Mecanismo de la conversion de endoperéxidos a prostaglandinas y tromboxanos.*

La otra ruta metabdlica del acido araquidonico es la catalizada por las lipooxigenasas,
enzimas citosélicas presentes en tejidos como corazon, cerebro y pulmén, asi como en
los leucocitos actuando como factores quimiotacticos de los polimorfonucleares, por lo
que estan involucrados en la inmunorregulacién.®* Dicha ruta consiste en la formacién
de &acidos hidroperoxieicosatetraeonicos (HPETE); los cuales son precursores de

leucotrienos, sustancias involucradas en padecimientos como el asma y la psoriasis.
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F. BUSQUEDA DE COMPUESTOS DE ORGANOESTANO CON ACTIVIDAD
ANTIIFLAMATORIA.

Desde la década de 1970 se sabe que los farmacos antiinflamatorios no esteroidales
(AINES, por sus siglas en inglés) son inhibidores no selectivos de las ciclooxigenasas,
no obstante tienen efectos adversos importantes como la irritacion de la mucosa
gastrointestinal en el tratamiento a largo plazo de enfermedades cronicas como la
artritis reumatoide, por lo que el interés en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
se ha incrementado notablemente.

En la busqueda de nuevos antiinflamatorios se han implementado diversos modelos de
inflamacion aguda principalmente en la piel (dermatitis) cuya manifestacion es edemay
eritema en el sitio de la lesion; uno de éstos modelos se fundamenta en la aplicacion
tdpica de agentes quimicos irritantes como el 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA,
Figura 2.12) el cual induce la biosintesis de prostaglandinas, por lo que se sugiere que

este fenémeno sea el responsable de la hiperplasia producida por el TPA.*

o (CH3)CH3

\\\\\\

HO CH,0H

13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol

Figura 2.12 Estructura del 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA).*
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El mecanismo de accién del TPA es aun desconocido, aunque se sabe que actia como
un segundo mensajero activando la proteina cinasa C y generacion de radicales libres,
siendo un promotor de tumores en modelos in vivo de carcinogénesis en epidermis, ya
que se sabe que inhibe la enzima superéxido dismutasa.*® Se sabe que los compuestos
derivados de diorganoestafio poseen actividad antiinflamatoria, un ejemplo es el
complejo 2.12 (Figura 2.13) descrito en 2006 por Xanthopoulou, el cual es inhibidor
competitivo de las lipooxigenasas, el complejo fue sintetizado a partir de &cido 2-
mercaptonicotinico y cloruro de difenilestafio (V) utilizando metanol como disolvente; el
estudio de difraccibn de rayos X mostr6 que es un complejo pentacoordinado de

naturaleza monomeérica.>®

OH

/

S
|”\
P

h

AN\ /

2.12

Figura 2.13 Complejo inhibidor competitivo de las lipooxigenasas sintetizado por Xanthopoulou.36

G. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE COMPUESTOS DE ORGANOESTANO.

En el 2006, A. Ali informé de la existencia de compuestos de coordinacién de estafio
(IV) derivados de calix[4]arenos que inhiben la formacién radicales libres (especies
reactivas de oxigeno, ROS) en eritrocitos de rata.*’

La relevancia patologica de las ROS radica en que son factores de riesgo en el
desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas como aterosclerosis, artritis
reumatoide, la enfermedad de Alzheimer, el mal de Parkinson e incluso el cancer, ya
que se ha observado una correlacion positiva entre su formacién y la ocurrencia de
éstos padecimientos, aunque no se ha demostrado hasta el momento que sean la

causa directa de los mismos.
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Basandose en estas observaciones; una forma de prevenir su aparicion es la
interferencia en la generacion de radicales libres a través del uso de antioxidantes, que
son compuestos quimicos que a bajas concentraciones con respecto a la de un sustrato
dado, retarda o previene su oxidacién.*®

Existen numerosos métodos para evaluar la actividad antioxidante de un compuesto,
uno de ellos que involucra un sistema biolégico, es la medicion de la peroxidacion de
lipidos en cerebro de rata utilizando como inductor el 2,2’-Azobis-(2-amidinopropano)
compuesto conocido como AAPH, (Figura 2.14) cuya descomposicion produce
nitrdgeno molecular y dos radicales amidinoprapano que se combinan quimicamente
con oxigeno molecular generando radicales peroxilo dando lugar a la fase de iniciacion
en el proceso de peroxidacion en fosfolipidos de membrana produciendo radicales

hidroperoxilo que conducen a la fase de propagacion.

NH

NH,
HoN
NH

Figura 2.14 AAPH compuesto iniciador de radicales libres.

Finalmente, el proceso concluye con la formacién de productos multiples como el
malondialdehido (MDA), el cual reacciona a pH acido con acido tiobarbitlrico (TBA)
para formar un aducto cuya absorbancia es medida a 532 nm (Figura 2.14) observando
una relacién directamente proporcional entre la concentracion de MDA y la respuesta
medida como absorbancia, lo que indica que a medida que se incrementa la
absorbancia, es mayor la concentracion de MDA generado a partir de la peroxidacion

de lipidos.*
H
|
s N\ OH HO N s
N \ \ \ NH
OH (o]

Figura 2.14 Aducto formado entre el &cido tiobarbittirico (TBA) y el malondialdehido (MDA).*
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[1. OBJETIVOS GENERALES Y JUSTIFICACION.

Desde el descubrimiento de las propiedades antiproliferativas del cis-platino se han
buscado nuevos antineoplasicos basandose en otros metales, en este contexto, los
derivados de diorganoestafio presentan elevada actividad bioldgica in vitro, en particular
citotoxica y desde 1972 se ha buscado un compuesto lider, sin éxito hasta el presente.
Por otro lado, las bases de Schiff derivadas de a-aminoacidos se consideran analogos
del piridoxal, por lo que se han estudiado desde hace tiempo como posibles
antimetabolitos. Tomando en consideraciéon lo anteriormente expuesto, en el presente
trabajo se presenta la sintesis de compuestos pentacoordinados de estafio (IV) con
sustituyentes n-butilo en el fragmento organometalico, ya que son desde el punto de
vista bioldgico los mas activos, adicionalmente se utilizaron los aminoacidos L-Histidina
y L-Glutamina como precursores en la sintesis de los organoestannanos. La L-Histidina
se encuentra presente en la saliva y ademas, es el principal medio de transporte en el
organismo al unirse a los residuos de L-Histidina presentes en la hemoglobina.*’
Mientras que la L-Glutamina es de particular interés para el desarrollo de
antimetabolitos como potenciales inhibidores de la biosintesis de purinas; puesto que a
la fecha no existe ningtin antineoplasico disponible en la clinica de este tipo.**

OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Sintetizar compuestos pentacoordinados de estafio (V) derivados de L-Histidina.

2. Realizar la sintesis de complejos de estafio (IV) derivados de L-Glutamina.

3. Caracterizar los compuestos obtenidos por medio de espectroscopia de RMN de

'H, C, '9Sn e IR, asi como por espectrometria de masas.

4. Llevar a cabo la evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos
obtenidos frente a las lineas celulares HCT-15 (cancer de colon), PC-3 (cancer
de prostata), MCF-7 (cancer de mama), SKLU-1 (cancer de pulmon) y K562

(Leucemia mielégena crénica).
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Evaluar la actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de edema inducido por

TPA por medio de su aplicacion topica en oreja de raton.

Determinar la actividad antioxidante de los complejos mediante la determinacion

de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.
Sintesis y caracterizacion de complejos pentacoordinados de estafio(IV) derivados de L-

Glutamina y L-Histidina.

Sintesis.
Se realiz6 la sintesis de cuatro derivados del tipo 2,2-di-n-butil-6-aza-1,3-dioxa-6-en-2-
estannabenzociclononen-4-onas unidos por enlaces de coordinacion transanulares
N—Sn haciendo reaccionar in situ 6xido de di-n-butilestafio, 5-X-salicilaldehido (X= H,
Cl) y L-Glutamina 6 L-Histidina en relacion estequiométrica 1:1:1 utilizando metanol
anhidro como disolvente (Figura 4.1), las correspondientes bases de Schiff no se
aislaron debido a la escasa solubilidad de los aminoacidos en disolventes organicos y

reacciones de competencia que conducen a impurezas que son imposibles de

23
Separar.
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Figura 4.1 Sintesis de los compuestos de coordinacion de diorganoestafio (IV) derivados de a-

aminoacidos.

En todos los casos se obtuvieron sélidos amorfos de color amarillo claro después de la
eliminacién del disolvente con rendimientos entre el 75-96%. Para cada grupo de
compuestos se observaron sefiales similares en espectroscopia de RMN de *H, *3C,

195n e IR, y el patrén de fragmentacién en espectrometria de masas (FAB*) es similar.
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Caracterizacién por *H RMN de los complejos 4a-b derivados de L-Glutamina.

En el espectro de *H RMN del complejo 4a se observan dos tripletes en 5:0.81 y 5:0.91,
los cuales corresponden a los metilos de los grupos butilo unidos al centro metélico lo
que sugiere que ambos grupos no son equivalentes; mientras que los metilenos
presentan una sefial multiple en el intervalo de 1.22-1.75 ppm (12H, m).

En la cadena lateral los hidrégenos de la posicion 14 del complejo 4a presentan una
sefial multiple en el intervalo comprendido de 2.03-2.23 ppm y los protones
diastereotopicos H-15 presentan dos sefiales doble de doble de dobles (ddd) en &:2.42
y en &:2.74, para el proton del centro quiral (H-5) se presenta una sefial de doble de
doble de dobles en &: 4.12 debido al acoplamiento con los hidrégenos diastereotopicos

H-14 en la cadena lateral.

H-5
2
15
,
5
N
l H-o
H-p
H-y
H-14
H5 H-15
L | SR ) oy )l'l‘l
gzo z FUEgcaungs § andazisy 22zd
352 7 3%5@3253523% LR

Figura 4.2 Espectro de 'H RMN (300.5 MHz, CDCls) del compuesto 4a.
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En la region aromatica se encuentra un doblete en & 6.70 que corresponde al
hidrégeno H-10 con una constante de acoplamiento *J= 1.11 Hz por el acoplamiento a
larga distancia con H-13. En &: 6.75 aparece un triplete que corresponde a H-12, un
doble de dobles en &: 7.19 para H-13 debido al acoplamiento con los hidrogenos en
posicion orto y meta no equivalentes, asimismo, el proton H-11 presenta una seiial triple
de dobles en 7.41 ppm debido a los acoplamientos con los protones orto y meta.
Finalmente, el proton iminico (H-7) muestra una sefial simple que integra para un
hidrégeno en &: 8.48 (Figura 4.2). El espectro de *H RMN del complejo 4b es muy
similar al compuesto 4a, los datos espectroscopicos se encuentran descritos en la tabla
4.1 mostrando variaciones en la region aromatica debido a la presencia del atomo de
cloro en la posicion doce (Figura 4.3).

H-&
NH:
Cl 12 x.\ES
M4
zl :
11 —Sn—0
H—x
H-p
H_
H.7 Haz HA10 7
H-11 H-15
HA7  HA7 H5 R4
| mwrhaN T ” 'S |7 e
§ BiE Rl g i 2 B RMEINERIENY iRteny i

Figura 4.3 Espectro de *H RMN (300.5 MHz, CDCl3) del compuesto 4b
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Tabla 4.1 Datos de *H RMN para los compuestos 4a- b.
H-a, H-B,
Compuesto H-5 H-7 H-10 H-11 H-12 H-13 H-14 H-15 H-17 Hy H-6
4.12(dd) | 8.48 6.70(d) 7.33(dd) | 6.75(t) | 7.19(dd) 2.42(ddd) | 2.03-2.23(m) | 6.52 1.22- 0.81(t)
J=5.79Hz | (s) | J=9.06Hz | J=2.76Hz |J=8.52| J=1.95Hz | J=5.49Hz (s) | 1.75(m) | J=7.14Hz
J=9.87Hz J=9.09Hz Hz J=7.98Hz J=5.65Hz 0.91(t)
4a J=15.12Hz J=7.14Hz
2.74(ddd)
J=6.06Hz
J=12.36Hz
4.15(dd) [ 8.48 | 6.72(d) 7.33(dd) | -------- 7.19(d) 2.42(ddd) 2.13(ddd) | 6.49 1.22- 0.81(t)
4b J=5.79Hz | (s) | J=9.06Hz | J=2.76Hz J=2.76Hz | J=5.49Hz J=7.9 Hz (s) | 1.75(m) | J=7.14Hz
J=9.09Hz J=9.09Hz J=5.76Hz J=12.39 Hz 0.91(t)
J=15.39Hz J=21.09 Hz J=7.14Hz
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Caracterizacién por *H RMN para los complejos 4c-d derivados de L-Histidina.

En el espectro de *H RMN del complejo 4c se presentan dos tripletes en 0.66 y en 0.78
ppm que corresponden a los metilos de los butilos unidos al estafio indicando que la
molécula es asimétrica, mientras que los metilenos del resto del fragmento
organometalico presentan una sefal multiple entre 1.08-1.66 (12H, m).

En la region alifatica se observan dos sefales dobles de dobles (dd) correspondientes
a los H-14 diastereotépicos. El centro quiral donde se encuentra H-5 presenta una
sefial doble de dobles en &: 4.27 debido al acoplamiento con los hidrégenos
diastereotopicos H-14. En la region aromatica se presentan dos sefiales dobles en 6.61
y 6.81 ppm; mientras que en 0. 6.52 y &: 7.23 se observan dos tripletes que
corresponden a H-13, H-10, H-12 y H-11, respectivamente. Para el anillo de imidazol se
presentan dos sefales simples en 6.59 y 7.48 ppm para H-19 y H-17, dichas
asignaciones se realizaron basandose en lo reportado por M.A. Girasolo para
compuestos de coordinacion de di-n-butilestafio sintetizados a partir de péptidos
derivados de L-Histidina, ya que las sefales antes mencionadas se encontraron en
6.75 y 7.56 ppm, respectivamente.*’ En tanto, el protén iminico cuya sefial se espera
entre 8.19-8.35 ppm se desplaza a hacia zona de proteccion por la posicion
superposiciéon entre ambos sistemas aromaticos favoreciendo la proteccion del carbono
iminico de la base de Schiff formada en el seno de la reaccion. Por otra parte, no se
observa ninguna sefial originada por grupos metilenos vecinos a sistemas aromaticos,
lo que indica que no se presentd la ciclizacion de la Histidina reportada por L.

Casella,?*(Figura 4.5) debido a las condiciones de reaccién anhidras que se emplearon.

Figura 4.4. Compuesto producto de la ciclizacion de la L-Histidina propuesto por L. Casella.”®
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En la region aroméatica el compuesto 4d que tiene un atomo de cloro en la posicion 12
se observa un comportamiento similar, la asignaciéon de los protones aromaticos se
muestra en la tabla 4.2 y como en el caso del compuesto 4c (Figura 4.5) no se
observaron indicios de condensacion del anillo de imidazol de la L-Histidina con la
base de Schiff.

H-6&
H—a
H-p
H-y
H-14
LA T AR iy Al R SR R

Figura 4.5 Espectro de 'H RMN (300.5 MHz, CDCls) del compuesto 4c.
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Tabla 4.2. Datos de "H RMN para los compuestos 4c-d.

H- | H- | H-a, H-B,
Compuesto H-5 H-7 H-10 H-11 H-12 H-13 H-14 H-17 H-5
18 | 19 H-y
427(dd) | 759 | 6.81(d) 7.23(1) 6.52(t) 6.61(d) 2.81(dd) | 7.48 [ 659 1.08- 0.66(t)
4c J=3.30Hz | (s) | J=7.41Hz | J=6.87Hz | J=7.41Hz | J=8.79Hz | J=9.33Hz | (s) (s) | 1.66(m) | J=7.14Hz
J=9.06Hz J=14.59Hz 0.78(t)
J=7.41Hz
432(dd) | 757 | 656(d) | 7.13(dd) | - 6.79(d) 2.86(dd) | 7.55 |3.27|6.65| 1.08- 0.66(1)
J=2.73Hz | (s) | J=9.06Hz | J=2.49Hz J=2.46Hz | J=9.06Hz | (s) | (s) | (s) | 1.66(m) | J=7.14Hz
4d J=7.95Hz J=9.06Hz J=14.01Hz 0.78(t)
3.40(d) J=7.41Hz
J=12.36Hz
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Caracterizacion por RMN *3C de los complejos 4a-b derivados de L-Glutamina.

El espectro de RMN *3C mostré para el compuesto 4a once sefiales en la regién
alifatica, entre 13 y 27 ppm se aprecian 8 sefiales correspondientes a los carbonos de
los grupos butilo unidos al atomo de estafio, indicando que dichos grupos no son
equivalentes, los desplazamientos quimicos son similares a los reportados por Holecek
y Lycka para compuestos de coordinacién derivados de di-n-butilestafio.** En 31.6 ppm
aparece la sefial asignada al carbono adyacente al centro quiral (C-14), mientras que la
sefal de &: 33.0 corresponde al carbono C-15 del grupo amida; y la sefial de 66.8 ppm

se asigno al carbono quiral de la molécula (C-5).
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Figura 4.6 Espectro de 3C RMN del ( 75.5 MHz, CDCls) del compuesto 4a.

En la region aromatica se observan 5 sefiales en lugar de 6, este comportamiento se
debe al traslape de sefiales en 117.4 ppm de los C-12 y C-8; las sefiales de los
carbonos C-10, C-13, C-11 y C-9 aparecen en 122.5, 135.8, 138.1 y 169.5 ppm,

respectivamente (Figura 4.6).
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La sefial del carbono iminico se ubica en &: 173.6, en tanto las sefales de 173.8 y
174.4 ppm se asignaron al carbono carbonilico de la amida (C-16) y al carboxilato
coordinado al metal (C-4), respectivamente.

En el espectro del compuesto 4b (Figura 4.7) se observa un comportamiento similar,
excepto en la regidon aromatica en donde si se aprecian las 6 sefiales esperadas para el
anillo aroméatico, dicho comportamiento se debe a la presencia del atomo de cloro en la
posicion 12, al ser mas electronegativo desprotege a éste atomo de carbono el cual
aparece a campo mas bajo en &: 121.4 con respecto a C-8 cuya sefal aparece en
117.4, es decir, no se observa traslape de sefiales como en el caso anterior. En
general, las sefiales del compuesto 4b se desplazaron en promedio 2 ppm hacia zona

de desproteccion, en comparacion con compuesto 4a donde no se encuentra en atomo

de cloro; los datos espectroscopicos del compuesto 4b se resumen en la tabla 4.3.%4°
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Figura 4.7 Espectro de 3C RMN (75.5 MHz, CDCls3) del compuesto 4b.
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4aR=H

4b R=CI
Tabla 4.3. Datos de RMN **C para los complejos 4a-b.
Compuesto |C-4 |c5 |c7 |c8 |co9 |c10 |ca1 |c12 |c13 |c-14 |c15 |[c16 |c.  |Cs |, |Cs
22.0- |26.9- |26.6- |13.6-
4a 1744 |66.8 |173.6 |117.4 |169.4 |1226 |138.1 |117.4 [1359 |31.6 [33.1 [174.0
225 |27.0 |27.0 |137
22.1- |26.9- |26.7- |135-
4b 1735 |66.9 |172.8 |117.8 |167.9 |121.1 [137.8 |124.4 |1338 [315 [329 |[174.3
226 |27.1 |268 |136
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Caracterizacion por RMN *3C de los complejos 4c-d derivados de L-Histidina.

Para éstos compuestos en la region alifatica se tienen diez sefiales, ocho de las cuales
corresponden a los dos grupos butilos enlazados al centro metalico en el intervalo
comprendido entre 13 y 27 ppm observdndose el mismo comportamiento que en los
derivados de L-Glutamina. En &: 33.6 aparece la sefal del carbono proquiral de la
posicion catorce de la cadena lateral y la sefial de 67.8 ppm se asigno al carbono quiral
de la molécula C-5 (Figura 4.8). Asimismo, en el resto de la region alifatica no se
presentan sefiales adicionales que sugieran la ciclizacion de la L-Histidina como lo
reportd L.Casella.”
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Figura 4.8 Espectro de **C RMN (75.5 MHz, CDCl,) para el compuesto 4c.
En la regidon aroméatica del espectro se observan 7 sefiales en lugar de las 9 esperadas
para éste sistema debido a la existencia en solucién de formas tautoméricas del

imidazol de la L-Histidina.
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La sefial en 117.1 ppm correspondiente a C-19 se traslapa con la sefial del carbono C-
8 del anillo aromatico y la sefial de C-17 del imidazol se ubica en 136.2 ppm (Figura

4.8). Mientras que la sefal del carbono cuaternario del imidazol esta ausente en el

espectro debido al equilibrio dindmico existente en dicho sistema.*’*®
(o] (0]
®
H;N e HsN e
—_—
.~ —
HN. ® . NH N\/NH

Figura 4.9 Formas tautoméricas predominantes de la Histidina a pH neutro.*’

Las sefales de los carbonos C-12, C-10, C-13, C-11 y C-9 aparecen en 117.3, 122.2,
135.6, 137.7, y 168.8 ppm, respectivamente. Finalmente, el desplazamiento del
carbono iminico se observa en 6:173.4, en tanto que la sefal del grupo carboxilato del
residuo de aminoacido aparece en 174.8 ppm. El compuesto 4d (Figura 4.10) presenta
un comportamiento similar y los desplazamientos de *C RMN se presentan en la tabla
4.4,
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Figura 4.10 Espectro de **C RMN (75.5 MHz, CDCl;) para el compuesto 4d.
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Tabla 4.4. Datos de RMN **C para los complejos 4c-d.

Compuesto C-4 C-5 C-7 C-8 C-9 C-10 [ C-11 [ C-12 | C-13 | C-14 | C-15 | C-17 | C-19 Cq Cs Cy Cs
21.7- | 26.8- | 26.5- | 13.4-

4c 1748 | 67.8 | 173.4 | 117.1 | 168.8 | 122.2 | 137.7 | 117.4 | 135.7 | 33.6 --- 136.2 | 117.1
220 | 27.0 | 26.6 | 13.5
22.0- | 26.9- | 26.5- | 13.5-

4d 1742 | 68.1 | 172.1 (1175 | 167.5 | 124.1 | 137.3 | 121.1 | 133.5 | 33.7 --- 136.2 | 117.5
224 | 270 | 26.6 | 13.6
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Caracterizacion por RMN *°Sn para los complejos 4a-d.

Los desplazamientos quimicos para los cuatro complejos son muy similares, lo quiere
decir que en todos los casos se tiene la misma geometria en disolucion. Los valores de
desplazamiento quimico obtenidos en CDCI3; y DMSO-pg sugieren que los compuestos
son pentacoordinados de acuerdo a lo reportado en la literatura, intervalo que
comprende los desplazamientos quimicos ubicados entre —90 y —190 ppm. Asimismo,
la coordinacion por parte del disolvente (DMSO-ps) esperada para este tipo de
compuestos se presenta en los cuatro complejos, ya que todos muestran valores
desplazamiento quimico situados entre —210 y —400 ppm, por lo que dichas especies

son de geometria hexacoordinada (Figura 4.11).*

119

Tabla 4.5. Desplazamientos quimicos en RMN Sn para compuestos de coordinacion de

diorganoestafio derivados de a-aminoacidos en distintos disolventes.

Compuesto 4a 4b 4c 4d
CDCl; -197.4 -196.9 -198.1 -200.5
DMSO-46 -230.4 -241.1 -231.1 -233.7
17
O MH2
16
14 15

o Wi 3000 i —s000 — 0.0
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Figura 4.10 Espectro de ***Sn RMN (112.8 MHz, CDCl3) del compuesto 4b.
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Espectrometria de masas (FABY).

En general, los compuestos exhiben el ibn molecular con abundancia relativa del 100%,

excepto para el compuesto 4d con 85%. En éstos sistemas es comun la pérdida de

ambos grupos butilo [M*-Bu] y [M*-2Bu], los cuales se encuentran unidos al atomo

metalico seguido por descarboxilacion [M*-CO;], apreciandose un patron de

fragmentacién similar en todos los casos (Figura 4.11).
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Figura 4.11 Patron de fragmentacion propuesto para los compuestos 4a-d.

Sn
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Espectroscopia infrarroja.

En todos los casos se observa la ausencia de la banda de 3200 cm™ correspondiente a
la v(OH) lo que indica la desprotonacion del atomo de oxigeno fendlico del ligante y su
coordinacion con el atomo de estafio, este hecho se confirma con la presencia de la
vibracién Sn-O en aproximadamente 550 cm™ en el infrarrojo lejano.

Asimismo, en todos los casos se observa una sefial intensa en el intervalo
comprendido entre 1614-1629 cm™ indicando la presencia de imina coordinada al
estafio en estado sélido y para los complejos 4a-b se confirma con la presencia de una
sefial situada entre 420-430 cm™que corresponde a la vibracion N—Sn. Esta
informacioén indica que la ciclizacién de la L-Histidina entre el anillo de imidazol y el
grupo azometino de la molécula reportada por L. Casella no se presenta en este caso.
Por otra parte, la v45(COO) en los compuestos derivados de L-Glutamina se sitla cerca
de 1686 cm™, mientras que en los provenientes de L-Histidina dicha vibracién se
presenta en el intervalo entre 1650 cm™ y 1660 cm™. En cuanto a la vs(COO) se tiene
gue para complejos 4a-b con L-Glutamina la sefial correspondiente aparece cerca de
1330 cm™, mientras que los complejos sintetizados a partir de L-Histidina ésta vibracién
aparece en el intervalo de 1339 cm™ a 1443 cm™. De éstos datos se tiene que la
diferencia entre v,(COO) y vs(COO) es mayor a 200 cm™ indicando que la forma de
coordinarse del grupo carboxilato del residuo de aminoacido es de tipo monodentado,
es decir, no se presenta efecto quelato. Las vibraciones del enlace Sn-C se encuentran
entre 423 cm™ y 454 cm™, cuyos valores estan de acuerdo a los descritos con
anterioridad para compuestos de organoestafio.*’

Adicionalmente, para los complejos 4a-b las v(N-Hamiga) Caracteristicas se presentan
entre 3186-3362 cm™. Mientras que en los compuestos 4c-d derivados de L-Histidina la
v(N-Haom)se encuentra en 2957 cm™ en ambos casos. Asimismo, los datos

espectroscopicos se resumen en la tabla 4.6.
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Tabla 4.6. Datos de IR para los compuestos 4a-d.

4a R=H, R'= -CH,CH,CONH,
4b R= Cl, R'= -CH,CH,CONH,

NH
4c R=H, R'= —CH2©

N

NH
4d R=Cl, R'= -cm@

N

Compuesto [v4(COO) |vs(COO) |Av | v(Sn-C) |v(Sn-O) [v(Sn—N) |[v(N-Hamida) |v(N-Haom) |v(C=N)
3359

4da 1686 1330 356 423 541 427 - 1618
3186
3362

4b 1687 1329 358 458 548 430 - 1622
3195

4c 1650 1343 307 450 548 - - 2957 1614

4d 1659 1339 320 454 547 - - 2957 1629
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Estudio de la actividad citotoxica de los complejos 4a-d.

Para realizar los ensayos de citotoxicidad se tomaron en cuenta los compuestos 4a-d,
todos ellos presentaron elevada solubilidad en disolventes polares como el metanol. Las
lineas celulares utilizadas son U251 (Sistema nervioso central), PC-3 (cancer de
préostata), K-562 (Leucemia mielégena cronica), HCT-15(cancer de colon), MCF-7
(cancer de mama) y SKLU-1 (cancer de pulmon); las caracteristicas de cada linea

celular se describen en la parte experimental.

Tabla 4.7 Estudio preliminar de la actividad citotoxica de los compuestos 4a-d.

Linea celular (% de inhibicion).
CO(Tﬁ’Jll‘\Ae)StO U251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
4a 78.07 7.13 81.57 64.55 19.32 100
4b 77.38 14.51 68.13 60.66 36.79 100
4c 80.9 66.28 66.28 67.75 30.77 100
4d 93.28 29.78 61.21 92.15 49.09 100
cis-platino
(25 uM) 85.71 42.18 59.17 65.98 92.2 94.01
R’ 4a R= H, R'= -CH,CH,CONH;
4b R= Cl, R'= -CH,CH,CONH
R N N 2CH; / 2 \H
l 0 4¢ R=H, R'= —CHZQ
N

n-Bu/ \n-Bu ﬂ
4d R=ClI, R'=-CH, /
N

El estudio preliminar de la actividad citotéxica mostré que todos los compuestos tienen
marcada actividad citotoxica con relacion al cis-platino.

En la linea celular U251, los compuestos derivados de Glutamina 4a-b presentan
actividad citotoxica similar entre si. No obstante, los compuestos 4c-d derivados de L-
Histidina producen valores mayores de inhibicion de crecimiento celular en comparacion
a los primeros. La mayor actividad citotoxica corresponde al compuesto 4d con un

atomo de cloro en la posicién doce.
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En cuanto a la linea celular PC-3 el compuesto 4c derivado de L-Histidina resultd ser el
mas activo, en tanto los compuestos 4a, 4b y 4d son mucho menos activos en
comparacion al primero; al parecer la sustitucion de un atomo de hidrégeno por uno de
cloro en la posicion doce en derivados de L-Histidina, es responsable de la disminucion
de la actividad citotoxica.

Para la linea celular K-562 la actividad citotoxica de los compuestos 4b, 4c y 4d es muy
similar, siendo el compuesto 4a el de mayor actividad siendo en promedio 1.2 veces
mas activo en comparacion al resto del grupo; estos resultados muestran que la
introduccion de un grupo electroatractor en la posicion doce reduce la actividad
citotoxica en esta linea celular. Sin embargo, en los derivados de L-Histidina no se
produce un cambio importante.

Por su parte, la actividad citotoxica de los compuestos 4a, 4b y 4c frente a la linea
celular HCT-15 mostré valores de % de inhibicibn muy cercanos entre ellos, no
obstante, el compuesto 4d resulté ser el mas activo. En los derivados de L-Glutamina la
presencia del atomo de cloro no tiene efecto significativo en la actividad citotoxica pero
en los derivados de L-Histidina, su presencia aumenta en 1.4 veces su actividad
bioldgica.

En el caso de la linea celular MCF-7 se presentan los valores mas bajos de % de
inhibicion para todos los compuestos a la concentracion de prueba (1 uM), aunque el
reemplazo del a&tomo de hidrégeno por cloro en la estructura tanto en los derivados de
L-Glutamina como de L-Histidina se traduce en un incremento de la actividad citotoxica
de 1.9 y 1.6 veces, respectivamente.

Finalmente, en la linea celular SKLU-1 todos los compuestos son igualmente activos al

inhibir totalmente el crecimiento celular.
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Estudio de la actividad antiinflamatoria de los complejos 4a-d.

El estudio de la actividad antiinflamatoria se llevo a cabo utilizando el modelo de edema
inducido por aplicaciéon topica de 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de
ratdbn usando como vehiculo metanol determinandose las ICso para los cuatro complejos
y los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la tabla 4.8.

De acuerdo con la tabla 4.8 el compuesto 4a presenta una actividad 1.2 veces menor
con respecto a la Indometacina, en tanto que para el compuesto 4b resultdé ser aun
menos activo que el primero, en este caso la introduccion de un grupo electroatractor en
la posicién doce se traduce en la disminucion de la actividad antiinflamatoria con
respecto a la molécula donde dicho grupo se encuentra ausente.

En este contexto el compuesto 4c derivado de L-Histidina presenta actividad
antiinflamatoria 2.3 veces menor en comparacion al estdndar -Indometacina- sin
embargo, en el compuesto 4d la presencia de un grupo de mayor electronegatividad en
posicién para al oxigeno fendlico coordinado al metal pudiera ser responsable de un
notorio incremento en la actividad antiinflamatoria del compuesto, ya que ésta molécula
muestra una actividad antiinflamatoria de 0.6 veces mayor que la producida la

Indometacina.



Tabla 4.8 Estudio de la actividad antiinflamatoria de los complejos 4a-d. % Inhibicion de edema+esm

(error estandar de la media) los valores "P<0.05 se consideraron como diferencia significativa

con respecto al grupo control.

Concentracion Edemat+esm % Inhibicion ICs
Compuesto. ) )
(umol/oreja) (mg) (umol/oreja)
OW NH, | === 16.27+0.76
0.10 13.61+0.61
19.20
~ 0.17 13.14+0.91
N o 49.30 0.32
| 0.31 8.24+1.20
0—Sn—0 67.50
ney’ “hBu 1.00 5.28+1.01
4a 73.90
1.78 4.24+1.10
O N2 s 1620 |
0.10 13.27+0.76 13.93
CI\@\N o 0.17 10.84+1.02 33.06 0.57
O_in\_o 1.00 7.41+1.52 54.23
M 3.10 3.18+0.64 80.33
N I —— 15.92+0.57 | = -
W
N 0.10 13.48+0.45 15.30
@f? o 0.31 9.04+1.14 43.20 0.62
0-$n-0 1.00 7.81+1.77 50.90
n-Bu/ \n-Bu
4 3.10 3.75+0.64 76.40
NE 15.62+0.71 | = -
)
N 0.03 13.92+1.14 10.91
C'\C?N . 0.10 9.45+1.57 39.54 0.15
o—in—o 0.31 5.32+1.26 65.93
n-Bu/ \n—Bu
u 1.00 1.77+0.68 88.64
o ol 1536+0.03 |
| | .83+0.
W 0.10 11.8310.07 21.11
6.82+1.27 0.27
o)\Q 0.31 - 54.53
2.36+1.34
o 1.00 - 86.73

Indometacina
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Estudio de la actividad antioxidante de los complejos 4a-d.

Mediante el modelo de inhibicién de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata se
determind la actividad antioxidante de los complejos en una escala de concentraciones
logaritmica para determinar el croméforo formado entre el &cido tiobarbitarico y
sustancias reactivas al mismo. Los resultados obtenidos se expresan en % de inhibicion
y se encuentran resumidos en la tabla 4.9.

De acuerdo a los resultados del cernimiento primario utilizando este modelo, el
compuesto 4a no presenta efecto sobre la peroxidacion de lipidos a ninguna de las
concentraciones de prueba. Por su parte el compuesto 4b tiene una actividad pro-
oxidante proporcional a la concentracion.

Los compuestos 4c-d mostraron actividad pro-oxidante a la concentracion de 1 uM, sin
embargo, a las concentraciones de 10 yM y 100 pM presentaron ligera actividad
antioxidante siendo mayor en el compuesto 4d a la concentracion de 100 uM.

Estos resultados sugieren que la introduccion del atomo de cloro en la posicion doce en
los compuestos 4a-b derivados de L-Glutamina aumenta su actividad pro-oxidante; en
los derivados de L-Histidina al sustituir un atomo de hidrégeno por uno de cloro, la
actividad antioxidante disminuye. Ademas, la introduccién de un anillo de imidazol en la
posicion cinco del nucleo de estannabenzociclononen-4-ona al parecer es responsable
de la actividad antioxidante de los derivados de L-Histidina comparados con los
derivados de L-Glutamina, de hecho los compuestos de organoestafio se utilizan en
reacciones de ciclizacién de olefinas por medio de radicales libres, lo cual podria
explicar el comportamiento pro-oxidante de los compuestos 4a-b, pero habria que

llevar a cabo otros estudios para probar esta hipétesis.>
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Tabla 4.9 Porcentaje de inhibicion de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata de los complejos.

. TBARS o
Compuesto. Concentracién(uM). i % inhibicion.
(nmol/mgproteina)
Basal @ | @ - 0298 | -
Control | e 3867 | e
O NH,
1 3.807 1.54
@N o 10 3.900 -0.86
O—in—o 100 3.860 0.17
/
n-Bu n-Bu
4a
o. NH,
1 4.029 -4.19
cl Ny 10 4.059 -4.96
@Cl ° 100 4.754 -22.96
O—Sn—-0
n-Bu/ n-Bu
4b
| NH
N/> 1 3.999 -3.42
10 3.629 6.16
100 2.587 33.10
1 4.072 -5.30
10 3.751 2.99
100 3.586 7.27
1 3.13 5.99
10 1.74 50.47
100 0.80 78.10

OH

Quercetina
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V. CONCLUSIONES.

1.

Se estableci6 una metodologia facil y eficiente para la preparacion de
compuestos de coordinacion de diorganoestafio derivados de a-aminoacidos en

un solo paso, sin necesidad de aislar las bases de Schiff.

Todos los compuestos se caracterizaron por medio de RMN de *H, *C, *9Sn,

espectroscopia infrarroja y espectrometria de masas.

Los desplazamientos de RMN de 'H, 3C e IR indican que los derivados de L-
Histidina no experimentan ciclizacibn como se ha descrito, la cual ocurre entre el

grupo azometino de la base de Schiff y el anillo de imidazol del aminoéacido.

Los desplazamientos quimicos de RMN de '°Sn sugieren la presencia de
compuestos pentacoordinados en solucidn con la existencia de enlaces de

coordinacion N—Sn en todos los casos.

La espectrometria de masas demostré que todos los compuestos son de
naturaleza monomeérica observado los picos correspondientes a los iones

moleculares con contribucion isotépica.

El estudio preliminar de citotoxicidad muestra que todos los compuestos son
marcadamente activos en relacion al cis-platino. La introducciéon de un grupo de
mayor electronegatividad en la posicion cinco en los derivados de L-Histidina les
confiere otorga mayor actividad. Mientras que en los derivados de L-Glutamina

se observa el efecto contrario.
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7. En el estudio de la actividad antiinflamatoria los derivados de L-Histidina, el
atomo de cloro confiere mayor potencia a la molécula. En contraste, en los

derivados de L-Glutamina se presenta el efecto contrario.
8. El estudio de la actividad antioxidante mostré que los compuestos derivados de

L-Glutamina son inactivos. Mientras que en los derivados de L-Histidina el &tomo

de cloro reduce la actividad antioxidante en dichos compuestos.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL.

Todos los reactivos utilizados son productos comerciales de Aldrich Chemical
Company®, y los disolventes empleados fueron destilados previamente. Los puntos de
fusion fueron determinados en un aparato de Fischer-Johns MEL-TEMP Il y no estan
corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear(RMN) de *H, 3C y *°Sn se obtuvieron
en un espectrometro JEOL ECLIPSE de 300 MHz utilizando CDClIl; 6 DMSO-dg como
disolventes empleando como referencia interna el tetrametilsilano (TMS), los
desplazamientos quimicos (&) estan expresados en partes por milléon (ppm) y las
constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Para los datos de RMN de 'H las
sefiales se indican como singulete (s), doblete (d), triplete (t) doble de dobles (dd), doble
de dobles de dobles (ddd), triple de dobles (td) y multiplete (m).

Los espectros de masas se determinaron en un aparato JEOL-JMS-X103 doble sector
de geometria inversa usando la técnica de bombardeo de &tomos acelerados (FAB™)
utilizando como matriz alcohol p-nitrobencilico y los valores entre paréntesis indican la
intensidad relativa al 100% del pico base donde los datos estan expresados en

unidades de masa-carga [m/z]".

Los espectros de IR se determinaron en un aparato BRUCKER TENSOR 27 empleando

la técnica de pastilla (KBr) y las absorciones estan expresadas en cm™.

Las determinaciones de polarimetria se efectuaron en un aparato PERKIN ELMER 343

usando cloroformo como disolvente.
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A. Procedimiento general para la obtenciéon de losc  omplejos.

El correspondiente compuesto carbonilico, el respectivo L-amino&cido y éxido de di-n-
butilestafio, se hicieron reaccionar in situ en cantidades equimolares durante 96 horas a
temperatura ambiente utilizando metanol anhidro como disolvente, una vez concluida la
reaccion se procedio a filtrar la solucién, posteriormente el disolvente se eliminé por

destilacion en un rotavapor para finalmente obtener un residuo solido.

(5S)-2,2-Di-n-butil-6-aza-1,3-dioxa-6-en-5-(propilcarbamoil)-2-estannabenzociclononen-
4-ona (4a).

El compuesto 4a se prepard al hacer reaccionar de 0.1g de L-Glutamina (6.8 mmol),
0.07ml de salicilaldehido (6.8 mmol) y 0.17g de 6xido de di-n-butilestafio (6.8 mmol), se
obtuvieron 0.3297g (88.8%) de un soélido amarillo claro con punto de fusion de 194-
197°C. *H RMN (300 MHz, CDCl3)5: 0.81(3H, t, J=7.14Hz,H-3), 0.91(3H, t, J=7.14Hz,
H-8), 1.22-1.75(12H, m, H-a, H-B, H-y), 2.03-2.23(1H, m, H-15), 2.42(1H,ddd, J=5.49
Hz, J=5.65 Hz, J=15.12 Hz, H-14), 2.74(1H, ddd, J=6.06 Hz, J=12.36 Hz, J=12.36 Hz,
H-14), 4.12(1H, dd, J=5.49Hz, 9.87 Hz, H-5), 5.55(1H, s, H-17), 6.52(1H, s, H-17),
6.70(1H, d, J=1.11 Hz, H-10), 6.75(1H, t, J=8.52 Hz, H-12), 7.19(1H, dd, J=1.95 Hz,
J=7.98 Hz, H-13), 7.41(1H, td, J=1.92 Hz, J=7.83 Hz, J=9.84 Hz, H-11), 8.48(1H, s, H-
7); B3C RMN (75.5 MHz, CDCl3)5: 174.4(C-16), 174.0 (C-4), 173.6(C-7), 169.4(C-9),
138.1(C-11), 135.9(C-13), 122.6(C-10), 117.4(C-12), 117.4(C-8), 66.8(C-5), 33.1(C-15),
31.6(C-14), 27.0, 26.9(Cp), 26.7, 26.6(C,), 22.5, 22.0(C,), 13.7, 13.6(Cs); **Sn RMN
(112.8 MHz, CDCl5)3: -197.4; **9Sn RMN(112.8 MHz, DMSO-Dg)5: -230.4; IR (KBr)em™:
3359.5, 3186.0 (N-Hamida), 1330.6 v5(COO), 1686.1 v,5(COO), 1618.9 (C=N), 541.7 (Sn-
0), 458.4 (Sn-C), 423.7 (Sn-N). EM: (FAB") [m/Z] (%): [M*(**°Sn)-1, 482] (100),
[IM*(*?°Sn)-n-Bu, 425] (36), [M*(**°Sn)-n-Bu, 367] (25), [M*(**’Sn)-CO,, 325] (15),
[M*(**°Sn)-C4HeNO2] (15), [132] (10), [91] (7). [a] 2 =-60.0 (c=0.0002, CHCls).
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(5S)-2,2-Di-n-butil-6-aza-12-cloro-1,3-dioxa-6-en-5-(propilcarbamoil)-2-
estannabenzociclononen-4-ona (4b).

Para la obtencion del compuesto 4b se utilizaron 0.1g de L-Glutamina (6.8 mmol),
0.1071g de 5-clorosalicilaldehido (6.8 mmol) y 0.17g de Oxido de di-n-butilestafio (6.8
mmol) obteniendo 0.3530g (96.0%) de un sélido amarillo-limén palido con punto de
fusién de 185-187°C. *H RMN (300 MHz, CDCl5)d: 0.81(3H, t, J=7.14Hz, H-5), 0.91(3H,
t, J=7.14Hz, H-3), 1.22-1.74(12H, m, H-a, H-B, H-y), 2.13(1H, ddd, J=7.95 Hz, J=12.39
Hz, J=21.09 Hz, H-15), 2.42(1H, ddd, J=5.49 Hz, J=5.76 Hz, J=15.39 Hz, H-14),
2.73(1H, ddd, J=6.60 Hz, J=10.59 Hz, J=11.34 Hz, H-14), 4.15(1H, dd, J=5.79Hz,
J=9.09 Hz, H-5), 5.66(1H, s, H-17), 6.49(1H, s, H-17), 6.72(1H, d, J=9.06 Hz, H-10),
7.19(1H, d, J=2.76 Hz, H-13), 7.33(1H, dd, J=2.76 Hz, J=9.09 Hz, H-11), 8.48(1H, s,
H-7); 3C RMN (75.5 MHz, CDCl5)d: 174.3(C-16), 173.5(C-4), 172.8(C-7), 167.9(C-9),
137.8(C-11), 133.8(C-13), 124.4(C-12), 121.1(C-10), 117.8(C-8), 66.9(C-5), 32.9(C-15),
31.5(C-14), 27.1, 26.9(Cg), 26.8, 26.7(C,), 22.6, 22.1(C,), 13.6, 13.5(Cs); *°Sn (112.8
MHz, CDCl3)5: -196.9; °Sn (112.8 MHz, DMSO-Dg)d: -241.1; IR (KBr)cm™: 3362.7,
3195.5(N-Hamiga), 1329.8 v5(COO), 1687.6 vas(COO), 1622(C=N), 548.6(Sn-0),
458.5(Sn-C), 430.2(Sn-N). EM: (FAB*) [m/z] (%): [M*(**°Sn)-1, 516] (100), [M*(**°Sn)-n-
Bu, 459] (40), [M*(**°Sn)-n-Bu, 401] (18), [M*(**°Sn)-CO,, 358] (10), [M*(**’Sn)-
C4HeNO3] (7). [0]2 = -155.0 (c= 0.0002, CHCly).

(5S)-2,2-Di-n-butil-6-aza-6-en-5-(imidazol-2-il)-2-estannabenzociclononen-4-ona (4c).

El compuesto 4c se hicieron reaccionar 0.1240g (7.68 mmol) de L-histidina, 0.1ml (7.68
mmol) de salicilaldehido y 0.1983g (7.68 mmol) de oxido de di-n-butilestafio obteniendo
0.4578g (75.4%) de un sélido amarillo &mbar claro con punto de fusién de 91-94°C. *H
RMN (300 MHz, CDClI3)d: 0.66(3H, t, J=7.41 Hz, H-5), 0.78(3H, t, J=7.41Hz, H-0), 1.08-
1.66(12H, m, H-a, H-B, H-y), 2.81(1H, dd, J=9.33Hz, J=14.59 Hz, H-14), 3.26(1H, dd,
J=3.57Hz, J=14.82Hz, H-14), 4.27(1H, dd, J=3.3Hz, J=9.06Hz, H-5), 6.52(1H, t,
J=7.41Hz, H-12), 6.59(1H, s, H-19), 6.61(1H, d, J=8.79Hz, H-13), 6.81(1H, d, J=7.41
Hz, H-10), 7.23(1H, t, J=6.87 Hz, H-11), 7.48(1H, s, H-17), 7.59(1H, s, H-7);
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3C RMN (75.5 MHz, CDCl3)d: 174.8(C-4), 173.4(C-7), 168.8(C-9), 137.7(C-11),
136.2(C-17), 135.7(C-13), 122.2(C-10), 117.4(C-12), 117.1(C-19), 117.1(C-8), 67.8(C-
5), 33.6(C-14), 27.0, 26.8(Cp), 26.6, 26.5(C,), 22.0, 21.7(Cy), 13.5, 13.4(Cs);**°Sn (112.8
MHz, CDCl3)5: -198.1; *9Sn (112.8 MHz, DMSO-Dg)d: -231.5; IR (KBr)cm™: 2957.8(N-
Harom), 1650.2 vas(COO0), 1343.5 v5(COO0), 1614.7(C=N), 548.7(Sn-0), 450.1(Sn-C); EM:
(FAB) [m/z] (%): [M*(*?°Sn)-1, 491] (85), [M*(**°Sn)-n-Bu, 434] (22), [M*(**°Sn)-n-Bu,
377] (17), [M*(**°Sn)-CO,, 333] (18), [M*(**°Sn)-CsHsN,0, 225] (12).

(5S)-2,2-Di-n-butil-6-aza-12-cloro-6-1,3-dioxa-6-en-5-(imidazol-2-il)-2-
estannabenzociclononen-4-ona (4d).

Para la preparacion del compuesto 4d se utilizaron 0.1240g (7.68 mmol) de L-histidina,
0.12549g (7.68 mmol) de 5-clorosalicilaldehido y 0.1983g (7.68 mmol) de 6xido de di-n-
butilestafio obteniéndose 0.4578g (95.3%) de un sélido amarillo &mbar claro con punto
de fusién de 121-125°C. *H RMN (300 MHz, CDCl3)5: 0.66(3H, t, J=7.14Hz, H-5),
0.78(3H, t, J=7.41Hz, H-3), 1.08-1.66(12H, m, H-a, H-B, H-y), 2.86(1H, dd, J=9.06Hz,
J=14.01Hz, H-14), 3.27(1H, s, H-18), 3.40(1H, d, J=12.36Hz, H-14), 4.32(1H, dd,
J=2.73Hz, J=7.95Hz, H-5), 6.56(1H, d, J=9.06Hz, H-10), 6.65(1H, s, H-19), 6.79(1H, d,
J=2.46Hz, H-13), 7.13(1H, dd, J=2.49 Hz, H-11), 7.57(1H, s, H-17), 7.57(1H, s, H-7); *C
RMN (75.5 MHz, CDCl5)d: 174.2 (C-4), 172.1(C-7), 167.5(C-9), 137.3(C-11),136.2(C-
17), 133.5(C-13), 124.1(C-10), 121.1(C-12), 117.5(C-8), 117.5(C-19), 68.1(C-5), 33.7(C-
14), 27.0, 26.9(Cg), 26.6, 26.5(C,), 22.4, 22.0(C,), 13.6, 13.5(Cs); *°Sn (112.8 MHz,
CDCl5)d: -200.56; °Sn (112.8 MHz, DMSO0-D¢)d: -233.7; IR (KBr)em™: 2957.9(N-
Harom), 1659.6 v,s(COO), 1339.5 vg(COO"), 1629.7(C=N), 547.8(Sn-0), 454.7(Sn-C);
EM: (FABY) [m/z] (%): [M*(**°Sn)-1, 525] (85), [M*(**°Sn)-n-Bu, 468] (46), [M*(**°Sn)-n-
Bu, 411] (33), [M*(*?°Sn)-CO,, 367] (54), [M*(**°Sn)-CsHsNO,, 258] (22).
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B. Procedimiento de ensayo de citotoxicidad.

Las lineas celulares utilizadas en los ensayos de citotoxicidad son las siguientes:
» Kb562: Leucemia mielégena cronica.

HCT-15: Adenocarcinoma de colon.

PC-3: Adenocarcinoma de prostata.

U251: Sistema nervioso central.

YV V VYV V

MCF-7: Adenocarcinoma de glandula mamaria.
» SKLU-1: Adenocarcinoma de pulmoén.

Todas las lineas celulares pertenecen al panel del NCI (National Cancer Institute, USA),
las cuales se adaptaron al medio de cultivo RPM1-1640 (Medio Roswell Park Memorial
Institute) adicionado con suero fetal bovino al 5%, una mezcla de antibioticos al 10% y
2mM de glutamina. Con excepcion de la linea celular K562, las restantes se adhieren a
las botellas de cultivo y para cosecharlas se adicioné 1 ml de tripsina-EDTA al 0.05%.
Una vez que se desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se les
adicioné 5-10 ml de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en
suspension se depositaron en tubos de centrifuga y se sometieron a dicho proceso
durante 3 minutos, una vez formado el paquete celular se le adicion6é medio de cultivo
para la resuspension del mismo, a partir de éste se tomaron 0.05 ml de inéculo y se
adicionaron 0.45 ml de azul de tripano, un colorante organico que permite distinguir las
células viables y las no viables. EIl recuento de células viables se llevo a cabo en una
camara de Neubauer, tomando una alicuota de 10 yL de la suspension celular y con la
ayuda de un microscopio se contaron las células viables, localizadas en los cuatro
cuadrantes correspondientes a la cuenta de linfocitos. El nUmero de células por mililitro

de suspension se obtuvieron por medio de la siguiente ecuacion:

C= (RC)(10™)
Donde:
C= Numero de células por mililitro de suspension.
RC= Promedio de células obtenidas de la cuenta de los cuatro cuadrantes de la

camara.
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Una vez determinado el numero de células por mililitro se realizaron los ajustes
necesarios para depositar un inéculo de 100 uL/pozo a la densidad indicada. Para llevar
a cabo los ensayos se utilizaron microplacas de plastico de 96 pozos. Cada placa se
inoculd con dos lineas celulares por triplicado y se incubé por 24 horas a 37°C con una
atmosfera de 5% de CO, y 100% de humedad relativa para permitir que las células
alcanzaran la fase exponencial de crecimiento antes de adicionar los compuestos. Para
realizar un cernimiento primario de los compuestos se utilizo la concentracion mas alta
permitida de 100uM disolviendo todas las muestras en metanol afladiendo 100uL para
un volumen final de 200uL e incubando la microplaca bajo las mismas condiciones

descritas con anterioridad.

LINEA CELULAR | PROCEDENCIA | TIEMPO DE DUPLICACION CELULAS /

(H) POZO

K-562 LMC 19.0 5 000
HCT-15 Colon 18.1 10 000
PC-3 Préstata 28.7 7 500
U-251 SNC 25.4 7 500
MCF-7 Mama 25.6 5 000
SKLU-1 Pulmén 24.5 10 000

Tabla 6.1. Tiempo de duplicacion de las lineas celulares utilizadas. ~ Leucemia mielégena crénica

Al finalizar el periodo de incubacion de las células con los respectivos compuestos, se
procedi6 a la fijacion de las mismas in situ afiadiendo 50uL acido tricloroacético (TCA)
frio al 50% para las células adheridas o al 80% para células en suspensiéon y se
incubaron a 4°C durante una hora. Posteriormente se procedié a desechar el
sobrenadante lavando las placas cinco veces desionizada y dejando secar las mismas a
la intemperie. El tefiido de las células fijadas al sustrato del pozo, se realiz6 con 100 pL
de una solucién al 0.4% de sulforodamina B (SRB) y se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente; la SRB no unida se removio con tres lavados con acido acético

al 1% y la placa se dejo secar al ambiente.
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La sulforodamina B es un colorante anidnico que reacciona con los grupos sulfihidrilo de

las proteinas formando un complejo que se solubiliza en soluciones basicas débiles.

+
(CH3CH):N o I N(CH5CHs),

SO3

SO;H

Sulforodamina B

Una vez realizada la tincién, a las placas se les agregé 100 de un buffer de tris y se
agitaron durante 10 minutos para favorecer la solubilizacion del complejo, a
continuacion se midio la densidad Optica en un lector de microplacas a una longitud de
onda de 515 nm. Los datos se procesan obteniéndose el promedio de la DO de los tres
pozos por linea tratados con el compuesto (DOt) y dos pozos control, que corresponden
a aquellos que no contienen células, es decir, sdlo el compuesto (DOb). Adicionalmente
se manejan tres pozos tratados con metanol (DOc), que corresponden a aquellos que
no contienen células pero si el compuesto (DOb). El porcentaje de inhibicion de

crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente ecuacion:

%IC= 100-(Dot-Dob/DOc-Dob)*100
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C. Ensayo de actividad antiinflamatoria; edema indu  cido con TPA.

Se pesaron ratones macho cepa taconi y posteriormente fueron separados en grupos
de cuatro ratones, donde uno de los grupos se tom6 como grupo control y los tres
restantes como grupos tratados. Una vez marcados y separados los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico con una dosis de 30 mg/Kg, la cual fue
administrada por via intraperitoneal.

A cada uno de los grupos se les administraron tépicamente 10 yL de una solucion
etandlica de TPA distribuidos en ambas caras de la oreja derecha y 10 pyL de etanol en
la oreja izquierda del mismo modo. Los compuestos se disolvieron en metanol un
intervalo de concentracion entre 0.1-3.1 uM y se aplicaron 20 uL de la solucion en forma
topica distribuidos en ambas caras de la oreja derecha, mientras que en la oreja
izquierda so6lo se aplic6 metanol. Después, se administraron las dosis correspondientes
a los grupos tratados, mientras que al grupo control sélo se le administr6 metanol.
Después de la post-administracion de 4 horas, se procedio a sacrificar a los animales
por dislocacion cervical y se tomo una biopsia de ambas orejas con un sacabocados de
7 mm, dicho procedimiento se llevé a cabo tanto para los grupos tratados como para el
grupo control, cada biopsia se colocé en tubos Eppendorf pesados previamente y se
obtuvo por diferencia de pesos el grado de edema. El % de inhibicion del edema se

determiné de la siguiente forma:

% Inhibicion= 100'[(Xtratado/xcontrol) 100]

La Indometacina se utilizo como estandar a las concentraciones de 0.10, 0.31 y 1.00
pmol/oreja. Los resultados de la actividad antiinflamatoria se representaron como el
porcentaje de inhibicion promedio+desviacion estandar de la media. A los resultados se
les aplicd un analisis de varianza (ANOVA), seguida de una prueba de Dunnet y los
valores de 'P<0.05 se consideraron como diferencia significativa frente al control.
Finalmente, la ICsy se calculo al graficar el Log de la concentracion contra el % de
inhibicion del edema aplicando una regresion lineal para obtener el valor de ICsg
expresando el resultado en pmol/oreja.
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D. Inhibicién de la peroxidacién de lipidos en cere  bro de rata (TBARS).
Primera parte: Homogenado de cerebro y cuantificacion de proteinas por el método de

Lowry.

Se anestesid una rata cepa Wistar con éter y se sacrificé por dislocacion cervical,
después se extrajo el cerebro completo y se colocdé en una solucion de PBS fria,
posteriormente se lavé con agua destilada para quitar los restos de sangre, se peso y
se agregaron 10 ml de solucion de PBS por cada gramo de cerebro (10ml/g). El cerebro
se homogeneiz6 el tejido durante 60 segundos e inmediatamente se centrifugé a 3000
rpm durante 10 minutos recuperando el sobrenadante.

A continuacion se tomaron por duplicado 5 uL del sobrenandante y se colocaron en una
microplaca de 96 pozos agregando 20 pL de agua desionizada, hecho esto se
agregaron 150 pL de una solucion de CuSQ,, tartrato sodico y carbonato de sodio para
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente seguida de la adicion de 25 uL del
reactivo de Folin disuelto en agua e incubando la mezcla durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo midiendo la

absorbancia a 540 nm y se sustituyeron los valores obtenidos en la siguiente férmula:

Proteina (mg/ml)= Assonm/[(Asaonm —0.05012)/0.028]x40

Finalmente, se ajusta la concentracion de proteina del sobrenadante a la concentracion

de 2.666 mg/ml con solucion de PBS aplicando la formula:

V,= C1V1/C,
En donde:
C1= Concentracion de proteina en el homogenado crudo.
V1= Volumen del homogenado crudo.
C,= Concentracion deseada.

V,= Volumen al que se debe llevar el homogenado para obtenerla concentracion dos
(C2).
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Segunda Parte: Induccion de estrés oxidativo con AAPH 20 mM.

Se colocaron por duplicado 375uL del sobrenadante (2.666 mg/ml) en tubos Eppendorf
de 1.5 ml agregando a todos los tubos 50 yL de EDTA 100 uM (concentracion final de
10 yM)para la posterior adicion del compuesto de prueba e incubando 30 minutos a
37°C. Una vez terminado dicho periodo se agregaron 50 puL de AAPH 200 uM
(concentracion final de 20 uM) y a continuacion se incubaron las muestras durante 3
horas a 37°C con agitacion.

Posteriormente, se adicionan 500 yL de reactivo de TBA y se incubaron en bafio de
agua ebullicion durante 30 minutos, para después centrifugar 5 minutos a 12 000 rpm a
temperatura ambiente. Finalmente, se procedié a enfriar en bafio de hielo y se
depositaron por duplicado 200 pL de cada tubo en una placa de 96 pozos, para medir la
absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas EL808 BIO-TEK™ e interpolando los
resultados en una curva patrén para obtener la concentracién de TBARS en solucion,

utilizando la siguiente ecuacion.

Ao +0.00877
0.07558

TBARS(UM ) =

El screnning primario, se realizdé a las concentraciones de 1uL,10 pL y 100 uL para

todos los compuestos y se utilizé la quercetina como referencia.
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