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3. RESUMEN

El presente trabajo comprende la sintesis de un ligante tridentado tipo base de Schiff
derivado de clorhidrato de piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina. Asi mismo, se
describe la sintesis de sus correspondientes complejos de diorganoestafio (V)
sintetizados a partir de clorhidrato de piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina, de los
cuales cada uno difiere en la naturaleza del fragmento organico unido al atomo de

estafo (n-butil-, n-octil-, fenil-, ciclohexil- y bis[(trimetilsilil)metilo].

Todos los complejos se caracterizaron por conductimetria, espectroscopia de UV-
Vis, IR, EM, RMN (*H, *3C, 11°Sn), asi como por espectrometria de masas, ademas,
para el complejo 2a se realiz6 un estudio por difraccién de rayos-X de monocristal,
observando una geometria molecular predominantemente de piramide de base

cuadrada distorsionada.

Entre las pruebas biologicas realizadas, se realizd un ensayo de toxicidad en

Artemia salina, donde el complejo 2b mostr6 una toxicidad mayor a 100 uM

También se realiz6 un ensayo de citotoxicidad para los complejos 2a-e hacia seis
lineas celulares cancerosas humanas U-251 (glia del sistema nervioso central), PC-
3 (préstata), K-562 (leucemia mielégena cronica), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama

dependiente de estrogenos) y SKLU-1 (pulmon) mostrando actividad citotoxica.

Por ultimo, se llevo a cabo la evaluacion de su actividad antioxidante sobre el radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), mostrando una mayor actividad para los
complejos 2b y 2d cuyos fragmentos unidos al atomo de estafio son octil- y

ciclohexilo.




4. INTRODUCCION

El cancer actualmente se considera un grave problema de salud publica, siendo la
segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares en
paises en desarrollo y desarrollados. Actualmente, el tratamiento para el cancer
incluye principalmente la cirugia y la quimioterapia, pero los efectos curativos de los
farmacos quimioterapéuticos existentes no son lo suficientemente efectivos y
presentan efectos adversos,! particularmente el cis-platino y sus analogos, por lo
cual se estan haciendo esfuerzos para reemplazar dichos farmacos con alternativas
adecuadas y se han sintetizado y probado numerosos complejos con diversos

metales para determinar su potencial anticancerigeno.?

En los ultimos afios, se ha encontrado que varios derivados de bases de Schiff
(compuestos de tipo aldehido o cetona en los que el grupo carbonilo se reemplaza
por un grupo imina o azometina)® estan asociados con propiedades,
antimicrobianas, citotoxicas y antioxidantes; siendo esta Ultima propiedad de interés
debido a que se ha buscado identificar compuestos, que tengan capacidad para
eliminar los radicales libres, los cuales se han relacionado con diversos trastornos
y enfermedades, asociadas con el dafio oxidativo causados por especies reactivas
de oxigeno (ROS). Actualmente, los antioxidantes sintéticos se usan ampliamente
porque son efectivos y mas baratos que los antioxidantes naturales. Hoy por hoy,
se han investigado varios complejos de metales de base de Schiff como

eliminadores efectivos de ROS, que actlian como antioxidantes.?*

Por otro lado, se ha observado que en los derivados de azometina, el enlace C=N
es esencial para la actividad bioldgica,®> ademas, de que los ligante tridentados tipo
base de Schiff con &tomos donadores de pares electrénicos como azufre, nitrégeno
y oxigeno actian como buenos agentes quelantes formando complejos estables
con iones de metales de transicion.® En este sentido, la quimica de los complejos
de organoestafio (IV) de las bases de Schiff ha sido ampliamente estudiada debido
a su diversidad estructural, estabilidad térmica, ademas, se ha observado que gran
variedad de estos complejos poseen actividad citotoxica, antimicrobiana,

antifingica, antioxidantes o antiinflamatoria.”® Ademas, el ensamblaje dirigido por
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estafio ha recibido mayor atencion debido a que el ajuste de las propiedades fisicas,
quimicas y estructurales del sistema supramolecular puede realizarse modulando
distintos grupos organicos unidos al atomo de estafio. Los compuestos de
organoestafio que tienen la formula R,SnXs.n son biolégicamente activos® en los
cuales el factor estérico de los derivados organicos unidos al &tomo de estafio, es
de importancia debido a que influye en la actividad biolégica de los complejos.*

Sin embargo, el modo de accion, de la actividad bioldgica de los compuestos de
organoestaino (IV) no se conoce completamente. A pesar de ello, sabemos que la
estructura de los complejos de organoestafio (IV), su nUmero de coordinacion, el
grado de alquilacion y la naturaleza de los grupos orgénicos unidos al atomo de
estafilo son los principales factores que modulan la actividad biolégica de los
complejos de estafio.’

El presente trabajo se enfoca en la sintesis de un ligante tipo base de Schiff y de
sus respectivos complejos de di-n-butilo, di-n-octilo, difenilo, diciclohexilo y
bis[(trimetilsilillmetil]estafio (IV); debido a que se ha observado que en los ligantes
tridentados de ONO;'° derivados de compuestos de organoestafio, el atomo de
estafilo forma estructuras pentacoordinadas con geometrias moleculares tipo
bipiramide trigonal o piramide de base cuadrada. Y se presenta el estudio de su

actividad toxica, citotéxica y antioxidante.*
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5. ANTECEDENTES

5.1 Céancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por un desequilibrio
entre la proliferacion celular (metastasis) y los mecanismos normales de muerte
celular, lo que conduce al desarrollo de clonas capaces de invadir y destruir los
tejidos adyacentes, asi como diseminarse hacia 6rganos distantes deteriorando su
funcién y conduciendo a la muerte.** Asi mismo, es posible distinguir entre dos tipos
de alteraciones genéticas que podrian aumentar la probabilidad de desarrollar un tipo
particular de cancer: las que se heredan de los padres (mutaciones en la linea germinal)

y las que ocurren durante la vida del individuo (mutaciones somaticas).'?

Actualmente, el cancer es una de las dos primeras causas de muerte en paises
occidentales, y afecta a uno de cada tres individuos.'? Asi mismo, se ha publicado en el
World Cancer Report 2015, que casi 14.1 millones de casos nuevos de cancer se
produjeron en todo el mundo, dando como resultado un total de 8.8 millones de

muertes.3

En México, de acuerdo a la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC, International Agency for Research on Cancer) en 2012 se estimd que ocurrieron
147 985 casos nuevos de neoplasias malignas, sin incluir al cancer de la piel de tipo no
melanoma. De estos, 82 445 (55%) casos se presentaron en mujeres y 65 540 (45%)
en varones.'* Entre tumores mas frecuentes y con mayor tasa de mortalidad se
encuentran los de mama, estdbmago, colon y recto, leucemias e higado, pero las
mayores tasas de mortalidad se deben a cancer estobmago, higado, ovario y pulmén
(Gréfico 5.1.1). 41°
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Gréfico 5.1.1. Tasas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad en México en el afio 2012 en mujeres
de acuerdo con la International Agency for Research on Cancer (IARC). (Tomado de Granados G,M.
(2016) Tratamiento del cancer. Oncologia médica, quirargica y radioterapia; (EI Manual Moderno,
S.A de C.V, Ed); (pp 1-50))

Actualmente existen diversos tratamientos para combatir el cancer,'** los cuales se

mencionan a continuacion:

1) Lacirugia es la mas indicada para tumores solidos, en el tratamiento de cancer.

2) La radioterapia es uno de los principales y mas efectivos tratamientos contra el
cancer. Se divide en la radioterapia externa (teleterapia) y la braquiterapia; en la
radioterapia externa, la radiacion se administra desde equipos alejados del
organismo mediante haces dirigidos a volumenes definidos en el paciente, en
contraste, la braquiterapia es una variante en la que las fuentes de radiacion
estan en contacto con el tejido a irradiar o dentro de una cavidad o lumen de un
organo del cuerpo.

3) Principios de las terapias con farmacos citotoxicos (quimioterapia):

En la actualidad, la quimioterapia tiene cuatro diferentes escenarios clinicos:
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) Tratamiento induccion: es la terapéutica citotoxica dada como tratamiento
inicial a pacientes con cancer avanzado e irresecable (que no se puede
extirpar mediante cirugia), en quienes no hay expectativas de tratamiento
local exitoso. Aunque la quimioterapia es una modalidad menos eficaz de
tratamiento local, permite evaluar in vivo la sensibilidad del tumor al
agente o agentes en cuestion, disminuir la masa tumoral propiciando
cirugias menos extensas y controlar de forma temprana las
micrometastasis.

1)) Tratamiento adyuvante: se usa después que el tumor primario ha sido
controlado con cirugia o radioterapia. La desventaja principal es que se
desconoce a priori la sensibilidad del tumor a la quimioterapia. El objetivo
es tratar la enfermedad micrometastasica, produciendo una tasa de
curacion mas alta.

1) Tratamiento concomitante con radioterapia.

IV)  Tratamiento paliativo: esta encaminada a aliviar las manifestaciones de la
enfermedad incurable o prolongar la supervivencia, cuando la curacion no
es posible. El objetivo es obtener una respuesta del tumor que disminuya

la sintomatologia secundaria al mismo.***°

5.2 Farmacos con platino

Uno de los agentes quimioterapéuticos utlizados en la clinica es el cis-
diaminodicloroplatino (I) (CDDP), también conocido como cis-platino (Figura 5.2.1) fue
sintetizado por primera vez por Michele Peyrone. A finales de 1960, Barnett Rosenberg
descubrié su propiedad citostatica mientras realizaba experimentos para analizar el
efecto del campo eléctrico sobre el crecimiento bacteriano.'® Los ensayos clinicos se
iniciaron en 1971 y en 1979 el cis-platino fue aprobado para su uso de cancer testicular
y ovarico por la Administracién de Drogas y Alimentos de E.E.U.U y en varios paises

europeos.*®
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Figura 5.2.1. Estructura del cis-platino

El mecanismo de accion postula que en el torrente sanguineo donde la concentraciéon
de iones cloruro es relativamente alta (100 mM), estos permanecen unidos al farmaco,
aunque se produce la union a proteinas séricas, como la albumina sérica humana.
Cuando llega al tumor, se cree que el cis-platino se absorbe en las células mediante tres
mecanismos posibles: difusion pasiva, proteinas transportadoras de cobre (por ejemplo,
CTR1) y / o transportadores de cationes organicos. Una vez dentro de la célula, donde
la concentracion de cloruro es mas baja (4—20 mM) da como resultado una especie
guimica donde el H>O puede coordinarse ocasionando la pérdida de uno o ambos
ligantes cloruro. De esta manera, el cis-platino puede unirse a su objetivo, el ADN. El
cis-platino se unira en la posicion N7 de la guanina y, en menor medida, en la adenina,
a traves de la formacion de un enlace covalente coordinado con el par electronico de la
correspondiente base nitrogenada. El cierre del anillo a través de la formacion de un
segundo enlace de ADN forma aductos, particularmente aductos de 1,2-GpG que
doblan el ADN (entre 30 y 60 ° hacia el surco principal) y desenrollan la hélice (hasta
23°). Esta distorsion del ADN evita la replicacion y transcripcion, que en ultima instancia

conduce a la apoptosis celular.’

Sin embargo, la terapia con cis-platino requiere medicacion adicional con una amplia
gama de otros farmacos, entre ellos: inhibidores de la topoisomerasa I
(doxorrubicina, etopdsido, micomicina, bleomicina y epirubicina), mostazas
(ciclofosfamida, melfalan e ifosfamida), antimetabolitos (gemcitabina, 5-fluorouracilo
(5-FU) y metotrexato), alcaloides de la vinca (vinblastina y vinorelbina) y derivados
del taxol (paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel);>'® acompafiandose de efectos
adeversos graves, como nefrotoxicidad (dafio y reduccion de la funcion renal),
neuropatia sensorial periférica (lesion de los nervios periféricos), neurotoxicidad (dafio

al sistema nervioso), ototoxicidad (pérdida de la audicién) debida al dafio irreversible de
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las células capilares en el 6rgano de Corti, mielosupresion (reduccién de la actividad de

la médula 6sea) asi como nauseas y vomitos.

Ademas, muchos tumores son intrinsecamente resistentes al farmaco y muchos de ellos
gue anteriormente eran sensibles, desarrollan resistencia gradualmente después de la

respuesta inicial.*®

Actualmente, se utilizan otros agentes quimioterapéuticos en la practica clinica; los
cuales el carboplatino y oxaliplatino son farmacos de segunda y tercera generacién
(Figura 5.2.2), y obtuvieron aprobacién de comercializacion internacional, mientras que,
el nedaplatino, heptaplatino y lobaplatino (Figura 5.2.3) se aprobaron en paises como

Japon, Corea del Sur y China, respectivamente.

O H 0]
HsN 0 2 0
N N/
VAN /Pt\
HaN 0 N N
Ha 0
Carboplatino Oxaliplatino

Figura 5.2.2. Estructura del carboplatino y oxaliplatino

o 0 o)
H3N O/// O
1, NH
\Pt/ N2/
H N/ \o - Pt\
3 o] NH, o
0

Nedaplatino Heptaplatino

O
NH, 0O
HEp
~_—NH, o
O
Lobaplatino

Figura 5.2.3. Estructura del nedaplatino, heptaplatino y lobaplatino
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Sin embargo, desde 1999 ningun nuevo farmaco que esté constituido por platino ha
entrado en ensayos clinicos, lo que es representativo de un cambio en el enfoque

hacia el disefio de farmacos en las Ultimas décadas.’

5.3 Metalofarmacos

El interés en la quimica inorganica medicinal y la quimica bioorganometélica esta
aumentando a medida que los complejos metalicos ofrecen posibilidades para el
disefio de agentes terapéuticos debido a la amplia gama de numeros de

coordinacion y geometrias de los iones metalicos catiénicos.*®

Se sabe que mas del 99% de los farmacos clinicos aprobados actualmente son
compuestos organicos. Por el contrario, el porcentaje de farmacos que contienen

metales (metalofarmacos) es bajo.?

Con el avance en varios campos de la quimica, los investigadores estan tratando de
explorar compuestos nuevos y versatiles, basados en metales, para tratar diversas
enfermedades humanas. La toxicidad y la resistencia a multiples farmacos ha obligado
a los cientificos a dedicar sus esfuerzos a la sintesis de nuevos y eficaces principios

activos quimioterapéuticos antimicrobianos y anticancerigenos.*?

Una estrategia exitosa en la quimioterapia contra el cancer ha sido el uso de
metalofarmacos la cual tiene el potencial de ser utilizada para tratar tumores resistentes
a multiples farmacos de manera mas eficiente.?’ Con la exploracién de las propiedades
citotoxicas del cis-platino se ha generado interés en investigar la utilizacion de nuevos
complejos metalicos como agentes anticancerigenos.'’ Aunque el cis-platino es muy
eficaz en el tratamiento de cancer, presenta efectos adversos que limitan la dosis 'y
generan resistencia. Estos problemas han estimulado una busqueda exhaustiva y han
llevado a los quimicos a desarrollar estrategias alternativas, basadas en diferentes
ligantes y metales, con propiedades farmacologicas mejoradas y dirigidas a diferentes

objetivos.
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Los compuestos a base de metales ofrecen versatilidad y la posibilidad de disefiar
agentes terapéuticos no vistos en compuestos organicos en términos de la
capacidad de variar el numero de coordinacion, la geometria y estados redox.
Ademas, los metales proporcionan un mejor efecto en las propiedades
farmacoldgicas, formando complejos con una variedad de ligantes. El metal suele
ser una caracteristica clave en la accion del mecanismo, sin embargo; un fragmento
del complejo, o el metal, o el ligante también puede ser responsable de la actividad

farmcolégica.'®

Actualmente se estan explorando compuestos biolégicamente activos basados en
metales como posibles farmacos antimicrobianos y anticancerigenos. EI uso de
complejos de metales de transicion (Figura 5.3.1) (Ti, Pd, A1, Ag, Cu, Ru, Co, Ni, Zn)
13,211, 22 como metalofarmacos han demostrado que tienen un gran potencial
terapéutico,”® debido a que pueden ayudar a evitar o solucionar los problemas

asociados con el uso de compuestos de platino como agentes terapéuticos.

)7 W%

N——->|\/|<\

TNy e

M= Cu (II), Ni (11}, Co (1) M= Cu (I1), Ni (1), Co (1), Zn (II)
1 2

Figura 5.3.1. Complejos de metal (1), donde el grupo 1 posee actividad antimicrobiana y el grupo 2

posee actividad antiflingica.

Distintas investigaciones han llevado a concluir que los complejos metélicos ejercen su
efecto mediante la inhibicion de enzimas, interaccion con biomoléculas intracelulares,
mejora de la lipofilia, alteracién de las funciones de la membrana celular, interrupcion

del ciclo celular, etc.?
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Debido a una amplia variedad de esferas de coordinacion, disefios de ligantes, estados
de oxidacion y potenciales redox, los complejos metalicos alteran las propiedades
cinéticas y termodindmicas de los ligantes de partida hacia los receptores
biol6égicos. Ademas, tienen propiedades Unicas de quelacion debido a la presencia
atomos donadores de pares electrénicos como N, Oy ©.1°

Sin embargo, los compuestos con base metalica diferente al platino, tales como los de
estafio han demostrado su valia en el manejo eficaz de los problemas de toxicidad y la
captacion especifica del farmaco dirigido solo para las células cancerosas, evitando la

apoptosis en células sanas.*

5.4 Importancia del Estafio

El estafio es un elemento metalico desde tiempos inmemoriales, y su descubrimiento,
cerca del afo 3500 a.C, cuando se formé una aleacion fuerte y dura entre el estaiio y el

cobre, dio comienzo a la Edad de Bronce, que duré hasta el afio 1200 a.C.?°

El estafio se encuentra en el Grupo 14 de la Tabla Periodica, con la configuracion
electronica [Kr] 4d*° 5s2 5p?; su principal estado de valencia es Sn (IV), aunque para
muchos compuestos inorganicos es Sn (). Tanto el Sn (II) como el Sn (IV) son estables.

Sus propiedades pueden observarse en la Tabla 5.4.1.

El estafio tiene 10 is6topos estables (Tabla 5.4.2), que es el nUmero mas grande para
cualquier elemento, y resulta muy caracteristico en espectros de masas. De estos
isotopos sélo tres (}5Sn, '7Sn, 9Sn) son ndcleos con espin 1/2 y por tanto
magnéticamente activos. Debido a su abundancia natural bastante alta y sus
propiedades magnéticas nucleares favorables, los nicleos /Sn y *9Sn son muy Utiles

para experimentos de RMN, tanto en solucién como en estado sélido.?

19



Tabla 5.4.1. Propiedades del estafio.

Propiedades Valor
Numero atémico 50
Masa atomica 118.71
Punto de fusién 232°C
Punto de ebullicion 2626°C
Densidad (estafio blanco) 5.769 g cm
Densidad (estafio gris) 7.280 g cm®
Electronegatividad 1.96 (Pauling)
Radio atébmico 1.45 pm
Radio covalente 1.41 pm
Radio van der Waals 2.17 pm

Tabla 5.4.2. Isotopos de estafio

Isotopo Masa Abundancia % Spin
112 111.9094 0.95 0
114 113.90296 0.65 0
115 114.90353 0.34 1/2
116 115.90211 14.24 0
117 116.90306 7.57 1/2
118 117.90179 24.01 0
119 118.90339 8.58 1/2
120 119.90213 32.97
122 121.90341 4.17
124 123.90524 5.98

El estafio se produce principalmente a partir de la casiterita (SnO,). Tiene una variedad
de usos industriales y domeésticos. Entre ellos, el estafio metalico se utiliza en latas para

almacenar y transportar alimentos, bebidas y aerosoles.
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El estafio inorganico se utiliza en la fabricacion de dentitrificos, perfumes, jabones,
colorantes, aditivos alimentarios, tintes y en la industria del vidrio. Mientras que los
compuestos de organoestafio se utilizan para fabricar plasticos, envases de alimentos,
como estabilizadores para PVC (tuberias), agroguimicos (como pesticidas), pinturas,
conservantes de madera, desinfectantes de superficies (incluidos desinfectantes para
uso hospitalario y veterinario), y esmaltes. Asi como agentes biocidas tales como
repelentes de roedores, desinfectantes de ropa y también se han utilizado ampliamente
en pinturas para embarcaciones debido a sus excelentes propiedades

antiincrustantes.?®

Su utilidad se deriva de su flexibilidad y capacidad para formar facilmente compuestos
y aleaciones con otros metales, compuestos inorganicos y compuestos

organometalicos.?®

Los compuestos de Sn (Il) que forman complejos SnX tienen una distribucion de los
pares de electrones de forma trigonal plana y portan una geometria molecular de tipo
angular, teniendo un angulo de aproximadamente 90-100° y una hibridacion del tipo sp?.
Mientras que los complejos SnXztienen una distribucion de los pares de electrones de
forma tetraédrica y una hibridacion sp®. Por Ultimo, los complejos SnXs tienen una

distribucion de los pares de electrones de tipo bipiramide trigonal y una hibridacion spd.

Los compuestos de Sn (IV) son en su mayoria tetraédricos. Por ejemplo, los complejos
del tipo SnX4 tienen una geometria molecular tetraédrica y una hibridacion sp?®, teniendo
un angulo de 109.5°. Los complejos SnXstienen una geometria molecular de bipiramide
trigonal con una hibridacién sp3d, teniendo angulos de 90° y 120°. Los complejos SnXs
tienen una geometria molecular octaédrica, con una hibridacion sp®d?y angulos de 90°
(Figura 5.4.1).

21



Estructura de compuestos de Sn (ll) Estructura de compuestos de Sn (IV)
o ] T T X
Sn Sny s X S oo X Xty | X
- iy n N/, X Sn n
x/ \x X \x | wy, ¥ \XX | oy " | ~y
X X
3

Figura 5.4.1. Distribucion de los pares de electrones (DPE) y geometria molecular (GM) para complejos
de Sn (1) y Sn (IV). Donde (3) tiene una DPE: angular, e hibridacion: sp?. (4) DPE: tetraédrica e hibridacion
sp®. (5) DPE: bipiramide trigonal, e hibridacién spd. (6) GM: tetraédrica, e hibridacion sp®. (7) GM:

bipiramide trigonal, e hibridacion sp®d. (8) GM: octaédrica, e hibridacion spsd.

5.5 Compuestos de Estafio y su importancia biologica

Los compuestos organometalicos se definen como aquellas especies quimicas que
contienen al menos un enlace directo, metal-carbono. Ademas, de que tienen gran
variedad estructural, teniendo una estereoquimica mas diversa que los compuestos
organicos. Por esta razdn, los compuestos organométalicos ofrecen amplias
oportunidades en el disefio de nuevas clases de compuestos medicinales y son

candidatos prometedores para su uso como farmacos anticancerosos.?’

La atencion es debido a su potencial actividad biologica, principalmente
antibacteriana, antiviral, antiparasitaria, antihipertensiva, antifangica,
antiinflamatoria, antioxidante y citotéxica.?’”?° Debido a ello los compuestos
organoestanicos se han estudiado ampliamente en los campos de la quimica

médica e inorganica.

Durante las ultimas décadas, los complejos bioactivos de diorganoestafio (IV) han
sido de importancia significativa debido a sus fuertes propiedades antiproliferativas
e inductoras de apoptosis, los cuales presentan actividad contra diversas lineas
celulares de cancer tanto humanas como murinas a través de diferentes

mecanismos moleculares.3°
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Aunque su mecanismo de accion sigue siendo desconocido, muchas
investigaciones muestran que los agentes contra el cancer pueden romper o unir el
ADN. También se piensa que los complejos de organoestafio provocan un estrés
celular que puede inducir la activaciéon y estabilizacién del gen p53 supresor de
tumores, lo que resulta en la detencién del ciclo celular y/o la apoptosis.’® Sin
embargo, en estudios anteriores se observé a diferencia de la familia de
medicamentos a base de platino (Figura 5.5.1) los complejos de organoestafio (IV)
se unen a los grupos fosfato del esqueleto del ADN,***? alterando el metabolismo
de fosfolipidos en el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico.** Por otro lado, se
ha descubierto que los complejos organométélicos de estafio estan involucrados en
la inhibicion de la sintesis de macromoléculas, alteracion del metabolismo
energético de la mitocondria, reduccion de la sintesis de ADN e interaccion directa

con la membrana celular provocando un incremento de la concentracion de
calcio.??3?
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Figura 5.5.1. Mecanismo de accion propuesto para complejos organometéalicos de estafio, y otros

complejos con metales de transicién en el ADN.




Debido a lo anterior, se ha propuesto que la interaccion de los organométalicos de

estafio con el ADN es principalmente de dos tipos:

> Interaccion electrostatica, en la que los compuestos organometélicos de
estafio interactdan con los fosfatos aniénicos.
> La intercalacion, en la que los compuestos organicos de estafio se insertan

en los pares de bases apilada.?

Esto ultimo lo confirmaron Casini y colaboradores al probar dos compuestos (Figura
5.5.2) sintetizados por ellos y sugerir que la interaccion de los compuestos de
organoestafio (IV) producen alteraciones leves en la conformacion del ADN
afectando significativamente el comportamiento de fusién del ADN. 23 Afectando en
grado similar los tractos de ADN ricos en GC y ricos en AT. Esto significa que ambos
compuestos no exhiben ninguna secuencia clara o preferencia de base cuando
interactan con el ADN, por lo tanto, lo mas probable es que la interaccion ocurre a
nivel del grupo fosfato externo tal como lo describe Tabassum y colaboradores
(Figura 5.5.3.)%*
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Figura 5.5.2. Compuestos creados por Casini y colaboradores.
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Figura 5.5.3. Mecanismos de unién al ADN por los complejos de Sn (IV).

Los complejos organometalicos de estafio presentan mayor solubilidad en agua,
menor toxicidad, mejor depuracion corporal, menos efectos adversos que los
medicamentos de platino, ademas no hay émesis. Adicionalmente, con los
conocimientos adquiridos a la fecha se sabe que las células cancerigenas no
desarrollan tolerancia (resistencia cruzada) como sucede con cis-platino y sus

analogos. 4 31

La actividad bioquimica de los compuestos de organoestafio esta muy influenciada
por la estructura de la molécula y el nUmero de coordinacion del &tomo de estafio.
Por lo general, los complejos de n-butilestafio (IV) muestran una mayor potencia en
la actividad biolégica a diferencia de sus analogos que contienen fragmentos metilo,

fenilo o bencilestafio (1V).*°

Esto se ha podido observar a través de los experimentos descritos en la literatura,
donde se han mostrado los efectos antitumorales de los compuestos a base de
estafo, encontrandose que la potencia in vitro es dependiente del grupo organico
unido al metal, disminuyendo esta actividad en el siguiente orden: n-butilo > fenilo
> etilo > metilo > octilo. Por lo cual dichos grupos juegan un papel mas importante
gue los ligantes, sin embargo, los ligantes (L) también desempefian un papel muy

importante en la bioactividad.*?
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Actualmente las investigaciones se han enfocado al disefio de complejos de
organoestafio (IV) derivados de carboxilatos, aminocidos y sus derivados,
oxamatos, tioamidas y ditiocarbamatos, entre otros; entre los que destacan los
complejos derivados de ligantes tipo base de Schiff que presentan alta actividad

citotéxica in vivo y en general mayor que el cis-platino.?

Por lo tanto, la investigacion de la sintesis y la actividad biol6gica de los complejos
de organoestafio (IV) es de gran importancia.

Es de hacer notar que las propiedades fungicidas y antibacterianas in vitro de los
complejos de organoestafio han indicado que el orden de actividad esté relacionado
con el nimero de grupos organicos (R) unidos al atomo de estafio. Se ha observado
qgue el orden de actividad es: RSnX; < R,SnX;, R,SnL, < R;SnX, R;SnL (donde R=
arilo o alquilo y X=H, F, Cl, Br o 1).?° Sin embargo, la naturaleza del atomo de
halégeno tiene relativamente poca influencia sobre la actividad biolégica de un

compuesto de organoestafio.

5.6.1 Importancia de los ligantes en la actividad biolégica de los complejos de

estano (1V)

La actividad biologica de los complejos de organoestario (IV) se ha asociado con la
estructura molecular, el nimero de coordinacion y la naturaleza de los grupos
organicos unidos al atomo de estafio. En muchos casos, se sabe que los complejos
metalicos de ligantes con actividad biolégica son mas activos que los ligantes
libres.?? Se ha estudiado una amplia variedad de ligantes en la formacion de
complejos de estafio los cuales incluyen atomos donadores pares electronicos
como O, N, &, en muchos casos se han utilizado heterociclos como pirazoles,
piridinas, aminofenoles. Adicionalmente, se han explorado ligantes biolégicamente

activos como vitaminas, aminodacidos, entre otros.
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5.6 Importancia de la vitamina Bg

En el conjunto de las vitaminas B, la vitamina Bes (VBs) e€s la Unica que esta
involucrada en el metabolismo de los macronutrientes primarios, es decir, proteinas,

lipidos y carbohidratos.

El nombre "vitamina Be¢" es un término genérico que se usa para hacer referencia a
un grupo de seis vitaminas hidrosolubles de origen natural, las cuales son derivados
de la 3-hidroxi-2-metilpiridina, y que son: piridoxina (PN), piridoxal (PL) y
piridoxamina (PM) y que también tiene derivados 5 -fosforilados (Figura 5.6.1).3*

O

Fosfato de piridoxina (PNP)  Fosfato de piridoxamina (PMP) Fosfato de piridoxal (PLP)

Figura 5.6.1. Complejo de vitaminas Bs.

Las vitaminas del grupo Bs se caracterizan también por sus funciones bioquimicas,
incluida la actividad antioxidante directa en hongos. También hay evidencia de que
la VBe tiene valor terapéutico contra la artritis reumatoide y, posiblemente, del
envenenamiento por plomo (la evidencia de esta Ultima actividad proviene solo de
experimentos con ratas); y que la baja ingesta de VBs aumenta el riesgo de

enfermedad de Parkinson y cancer colorrectal.®®

27



La importancia de la VBe en el reconocimiento tumoral se basa en el hecho que la
supervivencia y la proliferacion de células cancerosas requieren mayor captacion
de VBe mediante la difusion facilitada a través de los transportadores de membrana
(VTC) que transportan VBe.>> Asi mismo la enzima serina hidroximetiltransferasa
(SHMT), la cual desempefia un papel clave en la biosintesis del ADN, depende
esencialmente de la funcién VBe, debido a que la actividad SHMT se eleva en las
células cancerosas de rapida proliferacion, lo que resulta en una mayor demanda
de VBs en contraste con las células sanas. Este fendbmeno podria ser explotado
para dirigir la VBs ya que los compuestos que contienen este fragmento podrian
lograr una entrada mediada por VTC en las células tumorales, en lugar de las

células sanas.™

5.7 Importancia de las piridinas

La piridina (Figura 5.7.1) es un sistema heterociclico y considerado un analogo
nitrogenado aromatico del benceno. Los cinco atomos de carbono y el atomo de
nitrégeno se encuentran situados en un plano hexagonal en el cual todos los a&tomos
tienen hibridaciéon trigonal (sp?),°® siendo asi un anillo heterociclico con seis
electrones r, los cuales se encuentran disponibles para formar un orbital molecular
deslocalizado y estable. Mientras, los electrones no enlazantes del nitrégeno estan
en un orbital sp? en el plano del anillo. Son perpendiculares al sistema w, y no se
traslapan con él.°” Una cualidad de la piridina es que es muy resistente a la

oxidacion.

N H N H
/ | \?4 \ﬁ;/
Ca _C
AN W \(l:/ ~4
H

Figura 5.7.1. Estructura de la piridina
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Los derivados de piridina han ocupado una posicion Unica en el campo de la quimica
farmacéutica. Muchos compuestos naturales que tienen un fragmento piridina
exhiben interesantes perfiles de actividad biol6gica y farmacoldgica. Los derivados
de piridina tales como la dihidropiridinas se han utilizado para regular la presion
arterial, un ejemplo de ello es el amlodipino; asi mismo el anillo piridinico forma parte
de farmacos hipnéticos que sustituyen al diazepam como el Zolpidem (Figura 5.7.2).
Algunos de ellos constituyen una clase importante de compuestos antitumorales.
También desempefian un papel en el manejo de las proteinas, la estructura del ADN

y la unién enzima-sustrato.*

Figura 5.7.2. Estructura del Zolpidem

Un ejemplo del grupo de derivados de la piridina es la 2-amino-3-hidroxipiridina
(Figura 5.7.3). Su interés radica en que forma quelatos con los iones metalicos
debido a que la 2-amino-3-hidroxipiridina actia como un anién bidentado al ser

donador de N y O formando asi anillos de 5 miembros.

N OH

/
N NH,

Figura 5.7.3. Estructura de la 2-amino-3-hidroxipiridina

Nuestro interés en este tipo de heterociclos se debe a que es biolégicamente
importante en la preparacion de analgésicos antiinflamatorios clinicos.*° Y a que los

complejos metalicos de la 2-amino-3-hidroxipiridina han sido poco explorados.
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5.8 Importancia de las bases de Schiff

Las bases de Schiff son un importante grupo de compuestos que potencialmente
poseen actividades bioldgicas notables y una variedad de aplicaciones valiosas y
practicas.

Las bases de Schiff tienen ese nombre en honor a Hugo Schiiff, y son iminas
sustituidas, las cuales se forman a partir de una amina primaria y una cetona o un
aldehido. Las bases de Schiff son analogos a un aldehido o una cetona en el que
el grupo carbonilo (C=0) se reemplaza por el grupo C=N-R,** haciendo que estos
compuestos tengan una férmula general para las cetiminas, (R! R? )-C=N-R3 con el
doble enlace carbono-nitrégeno caracteristico, en tanto que la aldimina muestra la
siguiente férmula general R :-CH=N-R 2, que tienen un grupo azometina

conocido (CH=N), y se conocen como las aldiminas secundarias.*°

Generalmente se forman por condensacion de un aldehido o cetona con una amina

primaria de acuerdo el Esquema 5.8.1. Donde R, puede ser grupo arilo o alquilo.

ﬁ OH 'l\llR
R/C\R + R—NH, R—(|3—R R/C\R H20
A_ming NHR Agua
Aldehido primaria Carbinolamina Imina
o Cetona

Esquema 5.8.1. Reaccién general para la formacion de una base de Schiff

El mecanismo de formacion de la base de Schiff se explica como sigue: en primer
paso se produce un ataque nucleofilico, donde el nucledfilo es el nitrégeno de la
amina primaria con un par de electrones, al carbono del carbonilo electrofilo para

formar un hemiaminal.

Durante este proceso la amina reacciona con el aldehido o la cetona dando lugar a
la desprotonacion del nitrégeno para dar un compuesto de adicién inestable llamado

carbinolamina. Posteriormente el oxigeno de un grupo OH es expulsado del carbono
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por los electrones a partir de un enlace N-H. Esto finalmente resulta con la formacion
del doble enlace (C=N) para producir un compuesto de imina y de esta forma la
carbinolamina pierda una molécula de agua.** Dicho mecanismo de reaccion se

puede observar en el Esquema 5.8.2:

\CR e | \R' HZO<\ /N\ . Deshridatacion C—N + H,0
2 CRZ | R catalizada \
H H por acido R H

_/ .
C=N  + H0

Esquema 5.8.2. Mecanismo de reaccion para la formacién de una base de Schiff.

Es por ello que la deshidratacion de la carbinolamina es el paso determinante de la
velocidad de formaciéon de la base de Schiff y por eso que la reaccidon puede ser
catalizada por acidos. Habitualmente, en una reaccion para obtener una base de Schiff
se acelera utilizando catdlisis acida o basica.** Por lo tanto, la concentracién de acido
no puede ser demasiado alta porque las aminas son compuestos basicos. Si la
amina esta protonada y se vuelve no nucledfila, el equilibrio se desplaza hacia la

izquierda y la formacion del intermediario carbinolamina no puede ocurrir.

Entre los disolventes, el etanol es una de las mejores opciones para obtener bases de
Schiff a temperatura ambiente o en condiciones de reflujo.** Ademas, se ha
comprobado que la formacion de iminas procede generalmente en excelentes

rendimientos y en tiempos cortos, inclusive sin el uso de catalizador.*°
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Por otro lado, las bases de Schiff juegan un papel importante en la quimica
fisiologica. Por ejemplo, se sabe que la rodopsina (base de Schiff de tipo Aldimina)
(Figura 5.8.1), el cual es un pigmento de la retina, es esencial en el procesamiento
de la vision. Se produce bioguimicamente en la reaccién del grupo formilo del 11-

cis-retinal con un grupo amina de una apoproteina opsina.

T Opsina
) e

Ny G

Figura 5.8.1. Estructura de la rodopsina

Otro ejemplo fisiologico que podemos citar son las bases de Schiff de la coenzima
de fosfato de piridoxal (Figura 5.8.2), que se forman en la reaccién de un grupo
formilo de fosfato de piridoxal con un grupo amina de un residuo de lisina en el sitio
activo de varias enzimas especificas, estas desempefian un papel fundamental en

las rutas metabdlicas de aminoéacidos biol6gicamente importantes.“°

0
X 0
HO O\Fl’
= | o o
X
N

Figura 5.8.2. Estructura del fosfato de piridoxal

Un interés en la exploracion de nuevas series de bases de Schiff sintéticas ha
aumentado indudablemente, debido a que han demostrado utilidad como
estructuras lideres atractivas para el disefio de nuevos agentes citotoxicos y
citostaticos con un mecanismo de accidon que puede diferir de los agentes

antineoplasicos clinicamente en uso.
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Estas nuevas investigaciones han llevado a sintetizar nuevos compuestos tipo base
de Schiff, los cuales se encuentran descritos en la literatura.*® Donde se han
investigado cuatro bases de Schiff arométicas y heteroaromaticas que contienen
hidroxiurea y utilizando un ensayo in vitro basado en holoenzima recombinante, las
cuales actian como potentes inhibidores de la ribonucleétido difosfato reductasa
(RNR) humana, que esta constituida de pequefias subunidades (hRRM2 / hRRM1
y p53R2). Esta enzima esta implicada en la sintesis de ADN en todas las células del
cuerpo en division (incluidas las células cancerosas que proliferan rapidamente), la
progresion del cancer, la metastasis y la resistencia a la quimioterapia. De los cuatro
compuestos sintetizados se comprob6 que los compuestos 11 y 12 (Figura 5.8.3)
son los mas potentes y selectivos para inactivar la subunidad p53R2 humana de la

enzima.

NHOH
N—NH

y o)
OZN/@\%N\N)J\HHO

H
OH

1" 12

Figura 5.8.3. Compuestos sintetizados por Shao y colaboradores.

Otro ejemplo descrito en la literatura, describe, que han sintetizado e investigado
las actividades citotoxicas in vitro de tres aldiminas secundarias (Figura 5.8.4) que
portan el fragmento pirazol.*° Estas investigaciones han revelado tentativamente las
actividades antiproliferativas in vitro de estas azometinas tanto contra células de
cancer de préstata humano (PC-3), con un alto potencial metastasico, y contra la
linea celular de cancer de mama humano positivo a receptores de estrégeno (MCF-
7) después de un periodo de incubacion de 24 horas, utilizando un ensayo de
viabilidad celular basado en MTT. La actividad antiproliferativa contra células

tumorales MCF-7 (mama dependiente de estrégenos) y MIA-PA-Ca-2 (pancreas
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humano) puede ser atribuido a las propiedades electrénicas de los atomos de
halégeno unidos al sistema fendlico.

N=— N—

ol e e

Figura 5.8.4. Aldiminas secundarias sintetizadas por Gamay colaboradores.

Sin embargo, las bases de Schiff no solo han demostrado tener actividad citotoxica y
citostatica, también poseen un gran potencial terapéutico al mostrar actividades
biologicas tales como, antibacteriana, antioxidante, antiinflamatoria, analgésica,
anticonvulsiva, antihipertensiva, antidepresiva, e hipolipemiante; 1?44 por lo cual
se han llevado a cabo distintas investigaciones con el fin de tener estructuras lideres
para la obtencién de nuevos farmacos.

Estas investigaciones han llevado al desarrollo de farmacos que contienen una base
de Schiff en su estructura tales como: nitrofurantoina y nifurtoinol (antibacterianos
utilizados para tratar infecciones del tracto urinario), nifuroxazida y nifurzida
(antibacterianos topicos utilizados en el tratamiento de infecciones del tracto
gastrointestinal), nitrofurazona, nitrofural y furazolidona (antibacterianos,
antiprotozoarios), nifuratel (antibacteriano, antiprotozoario, antifingico), nifurtimox

(antiprotozoario)®® tal como se muestra en la Figura 5.8.5.
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Figura 5.8.5. Ejemplo de farmacos tipo base de Schiff

5.9 Complejos de estaiio (IV) derivados de bases de Schiff

El desarrollo en el campo de la quimica bioinorganica ha aumentado el interés en
los complejos base de Schiff, ya que se ha reconocido que muchos de estos

complejos pueden servir como modelos para especies de importancia biolégica.?*

Las bases de Schiff se han utilizado a menudo como agentes quelatantes en el
campo de la quimica de coordinacion, y sus complejos metalicos han sido de gran
interés,*® debido a que se sintetizan facilmente y forman complejos con casi todos
los iones metdlicos.?’ Su actividad biolégica suele ser potenciada por
la complejacion; en consecuencia, es esencial comprender las propiedades de los

ligantes y el metal para la sintesis de compuestos con elevada potencia.??

Por otro lado, los ligantes tipo base de Schiff coordinados con un metal potencian la
actividad antifangica, citotéxica, antioxidante, antiinflamatoria, antipaltdica, antiviral

y antibacteriana como lo han descrito Rehman, W., Ahlawat, A., Malhotra, R. y Hu,
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L. al probar cada uno una serie de compuestos (Figura 5.9.1) coordinados con un
atomo de estafio y medir la concentracion minima inhibitoria (CMI) en bacterias
Gram positivas como son: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae y Bacillus cereus.?®4?4> Y en bacterias Gram negativas como:
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi y Enterobacter
aerogenes,”® obteniendo resultados favorables; lo cual es importante ya que el
informe de la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América, diferentes
especies microbianas como Enterococcus sp, Staphylococcus sp, Enterobacter sp,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter sp y Pseudomonas aeruginosa son los
microorganismos de mayor preocupacion debido a que han generado en los Ultimos

afios resistencia a antibiéticos y son los de mayor patologia en la poblacién.*®
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Figura 5.9.1. Complejos metalicos tipo base de Schiff sintetizadas por Rehman (16, 17), Ahlawat, A.
(18), Malhotra, R. (19) y Hu, L. (20), que determinaron la CMI en cepas de bacterias Gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi y Enterobacter aerogenes) y bacterias

Gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae y Bacillus cereus)

Se sabe que la membrana citoplasméatica de las bacterias Gram-negativas esta

rodeada por una membrana externa que contiene lipopolisacaridos.
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Haciendo hincapié en ello, Mohamed y colaboradores,*® sintetizaron complejos
metalicos tipo [MClIz(L))H20)].3H20, donde M= Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Zny Cu;y L es
un ligante tipo base de Schiff obtenido a partir de sulfametrol y propionaldehido. Asi
mismo, tanto los ligantes como los complejos presentaron actividad antimicrobiana
de amplio espectro, (principalmente antibacteriana y antifingica), sin embargo, los
complejos presentaron mayor actividad antimicrobiana, en este contexto, se ha
documentado que dicho comportamiento es debido a que los complejos metalicos
poseen mayor lipofilia, en comparacion a los compuestos de partida. De esta forma,
los complejos atraviesan con mayor facilidad las membranas bioldgicas, lo cual se
refleja en una mayor respuesta farmacolégica. Por lo anterior, la lipofilia es un factor
importante que determina la actividad antimicrobiana, no obstante, un balance

adecuado lipofilia-hidrofilia es fundamental para la actividad biolégica.?

En este sentido, los complejos metalicos con bases de Schiff derivadas de piridoxal
(3-hidroxi-5-hidroximetil-2-metilpiridina-4-carboxaldehido) que es un derivado de la
VBs también han sido objeto de gran interés debido a que estos compuestos pueden
servir como modelos para estudiar un amplio intervalo de reacciones bioldgicas que
son catalizadas por enzimas, en las cuales el fosfato de piridoxal (PLP) que es la

forma fisiol6gicamente activa de piridoxal, es un componente esencial.*®

Los complejos de vitamina Be se han estudiado con el proposito de conocer las
propiedades electronicas y estructurales que estan implicadas en reacciones de
transaminacion en el metabolismo de a-aminoacidos a nivel fisiolégico. Por lo
anterior, los complejos metéalicos de bases de Schiff sintetizados a partir de piridoxal
son de particular interés para el desarrollo tanto de antimetabolitos en la

guimioterapia del cancer, como de antimicrobianos.® 4’

Cabe mencionar que los ligantes que contienen un anillo de piridina, se han utilizado
en la quimica de coordinacion con una gran variedad de metales, debido a que
ocupan una posicién Unica en la sintesis de compuestos biolégicamente activos,*®

creando junto con el piridoxal y el Sn (IV), complejos pentacoordinados.*®
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Asi mismo, en el grupo de trabajo se ha informado que la actividad citotoxica de los
compuestos de organoestafio esta influenciada por la estructura de la molécula y el
namero de coordinacion del atomo de estafio. Esto también se atribuye al efecto
sobre la respuesta bioldgica de los sustituyentes estéricamente impedidos, como el
ciclohexilo o el bis[(trimetilsilil)metilo] unido al &tomo de estafio (Figura 5.9.2), que
tuvieron una potente actividad citotdxica contra lineas celulares humanas de cancer
mamario (MCF-7, MDA-MB-231), U-251 (glioblastoma), K-562 (leucemia mielégena
cronica), HCT-15 (colon), SKLU-1 (pulmdn), que los hacen agentes prometedores

en la terapia del cancer. *°

HO R
/ ‘
N
R=H, F, Cl, CHs, OCHs, NOy, t-Bu  R=H, F, Cl, CHz, OCH3, NO,, t-Bu
21 22

Figura 5.9.2. Serie de compuestos estéricamente impedidos

39



6. JUSTIFICACION

Diversos trabajos han dado a conocer que los compuestos de organoestafio que
contienen a4tomos donadores de nitrbgeno y oxigeno presentan una potencial
actividad bioldgica, principalmente, antiviral, antiparasitaria, biocida, antifingica,
antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante, citotdxica y en algunos casos,
actividad anticancerigena y se ha observado que los derivados de n-butilo y fenilo
y/lo sus analogos presentan mayor citotoxicidad hacia diversas lineas celulares

humanas de cancer.

Los ligantes son fundamentales en la formacion del complejo y sus posibles
aplicaciones bioldgicas. Las bases de Schiff que contienen d&tomos donadores de
pares electronicos (O, N y ) son biolégicamente activos debido a que juegan un
papel importante debido a que pueden mejorar la solubilidad acuosa, la cual
depende tanto de la variedad estructural, asi como del tipo, nimero y disposicion

de los atomos donadores unidos al atomo de estafo.

7. HIPOTESIS

La formacion de los complejos de organoestafio con un fragmento de piridoxal en
su estructura incrementara su solubilidad acuosa debido a los grupos polares, tanto
aceptores como donadores de puentes de hidrogeno, dando como resultado un

mejor balance lipofilico-hidrofilico.

Los ligantes tridentados tipo base de Schiff derivados de piridoxal formaran

complejos pentacoordinados de estafio (IV) biolégicamente activos.

La insercion de los fragmentos de ciclohexilo y bis[(trimetilsilil)metilo], podria
incrementar la potencia de los complejos resultantes debido al aumento tanto del

factor estérico alrededor del &tomo de estafio, asi como de la lipofilia.
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. OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo sintetizar el ligante tipo base de Schiff
derivado del piridoxal y de la 2-amino-3-hidroxipiridina y preparar los
correspondientes complejos de estafio (IV) utilizando los 6xidos de dibutil-,
dioctil-, difenil-, diciclohexil- y bis[(trimetilsilil)metil]estafio (IV).

. OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar la elucidacién estructural de los compuestos propuestos mediante
conductividad molar, espectroscopia electrénica (UV-Vis), infrarroja,
resonancia magnética nuclear de 'H, ¥C y 1¥°Sn, asi como por
espectrometria de masas y en caso de obtener cristales adecuados, realizar

el correspondiente estudio de difraccion de rayos-X de monocristal.

Determinar la toxicidad mediante el bioensayo de Artemia salina del ligante
obtenido a partir de piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina, asi como de sus
correspondientes complejos de diorganoestafio con los fragmentos butilo,
octilo, fenilo, ciclohexilo y bis[(trimetilsilil)metilo] en su estructura.

Evaluar la posible actividad citotdxica del ligante y de los cinco complejos de
diorganoestafio (IV) hacia las lineas celulares humanas de cancer HCT-15
(colon), K-562 (leucemia mieldgena cronica), MCF-7 (mama dependiente de
estrogenos), PC-3 (prostata), SKLU-1 (pulmon) y U-251 (glioblastoma).
Evaluar la actividad antioxidante mediante la técnica de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) del ligante y de los cinco complejos de diorganoestafo

(IV) derivados de piridoxal y de la 2-amino-3-hidroxipiridina.
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10.PARTE EXPERIMENTAL

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

Las determinaciones de conductividad molar se realizaron con un conductimetro
Metrohm 644 utilizando metanol anhidro como disolvente. Los espectros de
absorcion UV-Vis se realizaron en un instrumento Shimadzu UV-160UV utilizando
metanol anhidro como disolvente (10 mL) teniendo cada compuesto una
concentracion de 0.020435 mmol. Los espectros de IR se determinaron en un
aparato BRUKER TENSOR 27 empleando la técnica de pastilla (KBr) y las
absorciones estan expresadas en cm™. Los espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H, 13C y 9Sn, se obtuvieron en un espectrometro BRUKER
ADVANCE IlI de 300 MHz, utilizando CDCIls 6 DMSO-ds como disolventes,
empleando como referencia interna el tetrametilsilano (TMS), los desplazamientos
quimicos (0) estan expresados en partes por millon (ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Para los datos de RMN de 'H las sefiales se indican
como simple (s), séxtuple (sext), doble (d), triple (t) doble de dobles (dd), triple de
dobles (td) y multiple (m). Los espectros de masas se determinaron en un aparato
JEOL-JMS-T100LC usando la técnica de ionizacion por analisis directo en tiempo
real (DART+) utilizando como matriz polietilenglicol y los valores entre paréntesis
indican la intensidad relativa al pico base, donde los datos estan expresados en

unidades de masa-carga [m/z].

10.1 Procedimiento general para la obtencién del ligante tridentado tipo base
de Schiff derivado del clorhidrato de piridoxal y de la 2-amino-3-

hidroxipiridina.

A una solucién de hidroxido de potasio en una mezcla tolueno:metanol (30 mL) se
adicion6 clorhidrato de piridoxal y la 2-amino-3-hidroxipiridina en una estequiometria
(1:1:1) y la mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo durante tres dias con agitacion

constante, posteriormente la mezcla de reaccion se dejo enfriar y se filtré para
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eliminar el cloruro de potasio formado durante la reaccion y el disolvente se destilo
a presion reducida para obtener el ligante tridentado tipo base de Schiff el cual es

soluble en sulféxido de dimetilo (DMSO), pero no se logro purificar.

10.2 Procedimiento general para la obtencion de los complejos de
diorganoestafno (IV) derivados del clorhidrato de piridoxal y de la 2-amino-3-

hidroxipiridina.

A una solucién de hidroxido de potasio en una mezcla tolueno:metanol (30 mL) se
adiciono clorhidrato de piridoxal, 2-amino-3-hidroxipiridina y éxido de butilo, octilo,
fenilo, ciclohexilo y bis[(trimetilsilil)metillestafio (IV) en relacion estequiométrica
(1:1:1:1); la mezcla de reaccidn se mantuvo a reflujo, en funcion del 6xido de
diorganoestafio en cuestion, posteriormente la mezcla de reaccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se filtro para eliminar el cloruro de potasio formado durante
la reaccion y el disolvente se destilé a presion reducida para obtener los complejos
propuestos como sélidos coloridos, los cuales son solubles en disolventes organicos

comunes.

43



Complejo 2a

El compuesto 2a se sintetizo al hacer
reaccionar 0.2000 g (0.8034 mmol) de
oxido de di-n-butilestafio, 0.1635 g de
clorhidrato de piridoxal (0.8034 mmol),
0.0884 g de 2-amino-3-hidroxipiridina
(0.8034 mmol) y 0.0541 g hidréxido de
potasio (0.8034 mmol), la mezcla de
reaccion se mantuvo a reflujo durante 8
horas, obteniéndose 0.3549 g (90%) de
un solido rojo.; p.f. 126-130°C,;
Conductividad molar, Am (1X103 M,

metanol): 43.0 ohm* cm? mol! (no
electrolito).; UV-Vis [metanol, Ama/nm (e/ M, cm)]: 477 (16575) n-n* (C=N), 285
(14081) n-n* (C=N), 225 (34763), 207 (36621) n-n* (Aromatico).: IR (KBr) cm:; 3092
V(OHAicohol), 2955 vas(C-H), 2919 vas(C-H), 2864 vs(C-H), 1592 w(C=N), 1572 w(C=C),
1464 §s(C-H), 1405 v(C-Oarom), 1189 w(C-Orrim), 794 8:(C-H), 595 v(Sn-C), 545 v(Sn-
0), 411 v(Sn-N); RMN de *H (300.52 MHz, DMSO-dg)5: 9.96 (1H, s, 3J(*H-119/1175p)
=33.7 Hz, H-6), 7.75 (2H, dd, J=1, 4.3 Hz, H-8), 7.64 (1H, s, H-3), 7.21 (1H, dd,
J=4.3, 8.3 Hz, H-9), 7.11 (1H, dd, J=1.5, 8.1 Hz, H-10), 5.44 (1H, s, H-14), 4.66 (1H,
s, H-13), 2.32 (3H, s, H-12), 1.54-1.47 (4H, m, H-B), 1.42-1.37 (4H, m, H-a), 1.24
(4H, sext, J=7.2, H-y), 0.76 (6H, t, J=7.2 Hz, H-8); RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-
d6)5: 161.9(C-1), 160.9 (C-6), 155.5 (C-11), 155.0 (C4), 144.3 (C-7), 135.6 (C-8),
134.1 (C-3), 126.5 (C-9), 126.0 (C-10), 117.6 (C-2), 59.5 (C-13), 27.2 (C-p), 26.3 (C-
v), 25.4 (C-a, J(*9Sn-13C)=101.3 Hz), 20.0 (C-12), 13.9 (C-5); RMN de Sn
(112.07 MHz, DMSO-dg)3: -256.; RMN de 1°Sn (112.07 MHz, CDCl3)3:-195.; EM:
(DART") [m/Z] (%): [(M*+1), 492] (100). EM-AR (DART*) m/z: 492.13091 (Calculada
para 2C,11H30**N31003%20Sn), Observada: 492.13121.
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Complejo 2b

El compuesto 2b se sintetizd al hacer
reaccionar 0.2000 g (0.5537 mmol) de
oxido de di-n-octilestafio, 0.1127 g de
clorhidrato de piridoxal (0.5537 mmol),
0.0610 g de 2-amino-3-hidroxipiridina
(0.5537 mmol) y 0.0311 g hidréxido de
potasio (0.5537 mmol), la mezcla de
reaccion se mantuvo a reflujo durante 8
horas, obteniéndose 0.3060 g (92%) de
un solido rojo.; p.f. 106-112°C., Am (1X10°
3 M, metanol): 41.0 ohm™* cm? mol? (no
electrolito).; UV-Vis [metanol, Amax/nm (&/
M1, cm?)]: 478 (11685) n-n* (C=N), 286
(10512) n-n* (C=N), 225 (25815), 207
(28015) n-n* (Aromatico).; IR (KBr) cm™:
3048 v(OHaicoho), 2956 vas(C-H), 2919

vas(C-H), 2852 vs(C-H), 1594 v(C=N),
1573 v(C=C), 1465 8s(C-H), 1407 w(C-Onrom), 1191 v(C-Oprim), 791 8(C-H), 597 v(Sn-
C), 547 v(Sn-0), 412 v(Sn-N); RMN de H (300.52 MHz, DMSO-dg)3: 9.96 (1H, s,
3J(*H-119117 Sp) =34.9 Hz, H-6), 7.74 (dd, 1H, J=1.5, 4.2 Hz, H-8), 7.64 (1H, s, H-3),
7.21 (1H, dd, J=4.2, 8.1 Hz, H-9), 7.09 (1H, dd, J=1.5, 8.1 Hz, H-10), 5.44 (1H, s, H-
14), 4.65 (2H, s, H-13), 2.32 (3H, s, H-12), 1.57-1.49 (4H, m, H-aB), 1.42-1.37 (4H,
m, H-C), 1.19-1.12- (16H, m, H-y,8,¢,n), 0.80 (6H, t, J=6.9 Hz, H-0); RMN de 13C
(75.57 MHz, DMSO-dg3: 161.9 (C-1), 160.9 (C-6), 155.4 (C-11), 154.9 (C4), 144.3
(C-7), 135.6 (C-8), 134.7 (C-5), 134.1 (C-3), 126.0 (C-10), 126.5 (C-9), 117.5 (C-2),
59.5 (C-13), 33.1 (C-a, 1J(}°Sn-13C)=87.6 Hz), 31.7 (C-n), 29.0 (C-y), 25.5 (C-C),
24.9 (C-B), 22.5 (C-5,¢), 19.9 (C-12), 14.3 (C-0); RMN de °Sn (112.07 MHz, DMSO-
ded: -250.; RMN de 119Sn (112.07 MHz, CDCl3)8: -195.; EM: (DART*) [m/z] (%):
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[(MT+1), 604] (100). EM-AR (DART") m/z: 604.25611 (Calculada para
12C 9 H46*N31603120Sn), Observada: 604.25437.

Complejo 2c

El compuesto 2c se sintetizd al hacer
reaccionar 0.2000 g (0.6923 mmol) de
oxido de difenilestafio, 0.1410 g de
clorhidrato de piridoxal (0.6923 mmol),
0.0762 g de 2-amino-3-hidroxipiridina
(0.6923 mmol) y 0.0388 g hidréxido de
potasio (0.6923 mmol), la mezcla de
reaccion se mantuvo a reflujo durante 16
horas, obteniéndose 0.2254 g (61%) de
un soélido naranja.; p.f. 179-182°C, Awm

(1X102 M, metanol): 0.0 onm™* cm? mol? (no electrolito).; UV-Vis [metanol, Ama/nm
(e/ ML, cmD)]: 461 (8703) n-n* (C=N), 287 (9094) n-n* (C=N), 208 (49382) n-n*
(Aromatico).; IR (KBr) cml: 3046 v(OHaicono), 2916 vas(C-H), 2848 vs(C-H), 1594
W(C=N), 1574 w(C=C), 1469 5s(C-H), 1404 v(C-Oarom), 1190 w(C-Oprim), 730 &:(C-H),
601 v(Sn-C), 549 w(Sn-0), 412 »(Sn-N); RMN de *H (300.52 MHz, DMSO-ds)$: 9.84
(1H, s, 3J(*H-119117 Sn) =55.6 Hz, H-6), 7.88-7.83 (m, 2H, H-p), 7.77 (1H, s, H-3),
7.64 (4H, dd, J=1.8, 7.8 Hz, H-0), 7.43-7.49 (2H, m, H-8, 9), 7.32 (dd, 1H, J=1.8, 7.2
Hz, H-10, m), 5.51 (1H, s, H-14), 4.69 (2H, s, H-13), 2.52 (3H, s, H-12): RMN de 13C
(75.57 MHz, DMSO-dg)s: 160.7 (C-1), 157.1 (C-6), 155.0 (C-11), 154.4 (C-4), 148.6
(C-7), 143.8 (C-5), 136.5 (C-p, 4J(19Sn-13C)=48.4 Hz), 136.5 (C-3), 135.0 (C-o,
2J(1195n-13C)=52.9 Hz), 134.9 (C-i), 129.5 (C-8), 129.0 (C-10), 128.9 (C-9), 128.7
(C-m, 3J(19Sn-13C)=34.7 Hz), 118.9(C-2), 59.6 (C-13), 20.5 (C-12); RMN de 119Sn
(112.07 MHz, DMSO-de)5: -444.; RMN de 19Sn (112.07 MHz, CDCI3)s: -337.; EM:
(DART*) [m/Z] (%): [(M*+1), 532] (50). EM-AR (DART*) m/z: 532.06831 (Calculada
para 2CostH22M*N31003120Sn), Observada: 532.06566.
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Complejo 2d

El compuesto 2d se sintetizd al hacer
reaccionar 0.2000 g (0.6644 mmol) de
oxido de diciclohexilestafio, 0.1353 g de
clorhidrato de piridoxal (0.6644 mmol),
0.0732 g de 2-amino-3-hidroxipiridina
(0.6644 mmol) y 0.0373 g hidréxido de
potasio (0.6644 mmol), la mezcla de
reaccion se mantuvo a reflujo durante 48
horas, obteniéndose 0.3162 g (88%) de
un soélido rojo; p.f. 104-106°C;
Conductividad molar, Au (1X102 M, metanol): 46.0 ohm* cm? mol? (no electrolito);
UV-Vis (Amax, metanol) nm: 464 (6117) n-n* (C=N), 396 (5579) n-n* (C=N), 286
(8808) n-n* (C=N), 210 (35038) n-n* (Aromatico).; IR (KBr) cm: 3221 v(OHaicohol),
2917 vas(C-H), 2846 vs(C-H), 1589 »(C=N), 1572 »(C=C), 1445 &s(C-H), 1404 v(C-
Oarom), 1184 y(C-Oprim), 797 &(C-H), 595 w(Sn-C), 543 »(Sn-0), 410 »(Sn-N); RMN
de H (300.52 MHz, DMSO-dg)3: 10.05 (1H, s, 3J(*H-119117 Sn) = 37.57 Hz, H-6), 7.74
(1H, dd, J=4.2, 1.5 Hz, H-8), 7.66 (1H, s, H-3), 7.27-7.18 (1H, m, H-9), 7.13 (1H, dd,
J=8.11, 1.5 Hz, H-10), 5.46 (1H, s, H-14), 4.67 (2H, s, H-13), 2.35 (3H, s, H-12),
2.09-1.51 (22H, m, H-a B,y,8); RMN de 13C (75.57 MHz, DMSO-dg)s: 162.3 (C-1),
161.6 (C-6), 155.8 (C-11), 154.9 (C-4), 144.2 (C-7), 135.6 (C-8), 134.9 (C-3), 134.2
(C-5), 126.6 (C-9), 125.9 (C-10), 117.4 (C-2), 59.4 (C-13), 41.7 (C-a), 29.9 (C-B),
28.5 (C-y), 26.7 (C-8), 19.9 (C-12); RMN de 11°Sn (112.07 MHz, CDCl3)s: -260.; EM:
(DART™") [m/z] (%): [(M*+1), 544] (16); EM-AR (DART") m/z: 544.16221 (Calculada
para 2Cos'H34*N3003120Sn), Observada: 544.16324.
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Complejo 2e

El compuesto 2e se sintetizd al hacer
reaccionar 0.2000 g (0.6469 mmol) de
oxido de bis[(trimetilsilil)metilestafio,
0.1317 g de clorhidrato de piridoxal
(0.6469 mmol), 0.0712 g de 2-amino-3-
hidroxipiridina (0.6469 mmol) y 0.0363 g
hidréxido de potasio (0.6469 mmol), la

mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo

durante 8 horas, obteniéndose 0.2698 g
(74%) de un sélido rojo oscuro; p.f. 61-63 °C.; Conductividad molar, Am (1X102 M,

metanol): 77.0 ohm* cm? mol* (no electrolito); UV-Vis [metanol, Amax/nm (¢/ M1, crm
D]: 483 (12028) n-n* (C=N), 388 (7138) n-n* (C=N), 318 (17161) n-n* (C=N), 207
(44003) n-n* (Aromatico).; IR (KBr) cm: 3048 v(OHaicohol), 2952 vas(C-H), 2893 vs(C-
H), 1593 w(C=N), 1539 w(C=C), 1469 8s(C-H), 1407 v(C-Oarom), 1187 v(C-Oprim), 835
W(Si-CHa), 761 8(C-H), 596 v(Sn-C), 544 v(Sn-0), 411 w(Sn-N); RMN de H (300.52
MHZz, DMSO-d6)5: 10.11 (1H, s, 3J(*H-119117 Sn) =49.0 Hz, H-6), 7.84 (1H, dd, J=1.5,
4.5 Hz, H-8), 7.75 (1H, s, H-3), 7.28 (1H, dd, J=4.5, 8.1 Hz, H-9), 7.16 (1H, dd,
J=1.50, 8.1 Hz, H-10), 5.56 (1H, s, H-14), 4.73 (2H, s, H-13), 2.37 (3H, 5, 4J(*H-119/117
Sn) =24.6 Hz, H-12), 0.48 (4H, d, J= 1.5 Hz, YJ(*H-119117S1)=27.04 Hz, H-a), 0.0
(18H, s, H- B); RMN de 3C (75.57 MHz, DMSO-dg)s: 160.4 (C-6), 159.0 (C-1), 153.0
(C-11), 152.3 (C-4), 141.4 (C-7), 134.1 (C-8), 132.8 (C-3), 127.3 (C-5), 124.9 (C-9),
124.0 (C-10), 115.2 (C-2), 57.3 (C-13), 18.0 (C-12), 6.9 (C-a, 1J(*°Sn-13C)=500.1
Hz), 0.50 (C-B); RMN de !'°Sn (112.07 MHz, DMSO-dg)3: -167.; RMN de 11°Sn
(112.07 MHz, CDCl3)5: -157.; EM: (DART) [m/Z] (%): [(M*+1), 552] (80); EM-AR
(DART*) m/z: 551.10824 (Calculada para '?C1H33*N3?8Si,1%0320Sn), Observada:
551.10749.
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11.RESULTADOS Y DISCUSION

11.1 Sintesis del ligante tridentado tipo Base de Schiff derivado del clorhidrato

de piridoxal y de la 2-amino-3-hidroxipiridina.

Se sintetizo el ligante tipo base de Schiff derivado del clorhidrato de piridoxal y de
la 2-amino-3-hidroxipiridina haciendo reaccionar in situ hidroxido de potasio,
clorhidrato de piridoxal y la 2-amino-3-hidroxipiridina en relacion estequiométrica
(1:1:1) utilizando una mezcla tolueno:metanol (80:20) como disolvente y la mezcla
de reaccion se mantuvo a reflujo durante tres dias con agitaciobn constante
(Esquema 11.1.1).

OH
N—
H,N N
| N KOH | XN \ /
—_—
+
= Tolueno:Metanol
HO NP o HO

Esquema 11.1.1. Sintesis del ligante tipo base de Schiff derivado de piridoxal y de la 2-amino-3-

hidroxipiridina.

Se obtuvo un sélido amorfo color rojo, después de la eliminacion del disolvente con
un rendimiento del 80%, siendo soluble en metanol, etanol, diclorometano y
sulfoxido de dimetilo (DMSO). Al realizar el correspondiente analisis de
cromatografia en capa fina y resonancia magnética protonica se observo la
formacion del producto, asi como la presencia de materia prima, a pesar de los
esfuerzos no se logré obtener el ligante puro. Por lo que se optd, por la obtencion

de los correspondientes complejos por la sintesis en un solo paso.
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11.2 Sintesis de los complejos de diorganoestafio (IV) derivados del

clorhidrato de piridoxal y de la 2-amino-3-hidroxipiridina.

Se realiz6 la sintesis de cinco complejos de diorganoestafio a partir de piridoxal y
2-amino-3-hidroxipiridina con los fragmentos butilo, octilo, fenilo, ciclohexilo y
bis[(trimetilsilil)metillestafio (IV), mediante una reaccién multicomponente al hacer
reaccionar hidroxido de potasio, clorhidrato de piridoxal, 2-amino-3-hidroxipiridina y
el correspondiente 6xido de diorganoestafio (IV) en relacion estequiométrica
(1:1:1:1), utilizando una mezcla de tolueno:metanol (80:20) como disolvente y la
mezcla de reaccion se calent6 a reflujo con agitacion constante (Esquema 11.2.1).

H,N N
X KOH XYY N
+ | + RySnO — > |
HO = Tolueno:Metanol N~ -~ o / \\0

R= n-Bu, n-Oct, Ph, Cy, TMST
2a R=n-Bu

P 2b R=n-Oct
o @ TMST= /\Si\ 2¢ R=Ph
| 2d R=Cy

2e R=TMST

Esquema 11.2.1. Estrategia sintética para la obtencién de los complejos de diorganoestafio 2a-e.

Se usO una reaccion multicomponente debido a que durante la formacion de los
complejos metalicos tipo bases de Schiff el metal estabiliza el intermediario
tetraédrico tipo carbinolamina y posteriormente favorece su deshidratacion dando

lugar a la imina coordinada al centro metalico en cuestion.*°

Se obtuvieron los complejos 2a-c como soélidos amorfos entre color rojo y naranja,

y rojo intenso para 2d-e, con rendimientos entre 61-92% (Tabla 11.2.1).
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Tabla 11.2.1. Propiedades fisicas de los complejos 2a-e

Compuesto Rendimiento (%) Color p.f (°C)
OH 2a a0 Rojo 126-130
N—
N \N/Q 2b 92 Rojo 106-112
|
N oo 2c 61 Rojo 179-182
- Rojo
2a R=n-B o
2b R= Z-Ol::t 2d 88 OScuro AEees
24 he oy Rojo
2 R- OH,SiCHy)s 2e 4 oscuro 61-63

11.2.1 Determinacién de la conductividad molar.

La determinacion de conductividad molar de los complejos 2a-e se realiz6 utilizando
metanol anhidro como disolvente. Dichos valores se encuentran en un intervalo
comprendido entre 0-77 ohm™ cm? mol* (Tabla 11.2.1.1) indicando su naturaleza
no electrolitica, debido a que el yoduro de tetrabutilamonio utilizado como
referencia, presenta un valor de conductividad de 88 ohm™ cm? mol, es decir, las
soluciones que presentan un valor de conductividad menor a éste se consideran no

electrolitos, mientras las que muestran una conductividad mayor o igual a 88 ohm

cm? mol?, se consideran electrolitos.*%:>°

Tabla 11.2.1.1. Conductividad de los compuestos 2a-e

Compuesto ohm™ cm? mol*
OH 2a 43
N—
| X I\ 2b 41
|
N__~ /Sn/\o
ORl R ZC O
2a R=n-Bu
2b R=n-Oct 2d 46
2c R=Ph
2d R=Cy
2e R= CH,Si(CHj)3 2e 77
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11.2.2 Caracterizacion por espectroscopia electrénica.

El espectro de absorcion UV-Vis se realiz6 utilizando metanol anhidro como
disolvente a una concentracion de 2.04352x10° M. Para los complejos 2a-e se
observé en 207-210 nm (25815-49382) la transicion n—n* (aromatico), asi mismo la
transicion n—n* (C=N) se observé en la region comprendida entre 285-318 nm

(9094-17161) y la transicion n—rn* (C=N) se observo en 461-483 nm (6117-16575).

Para los complejos 2a-b con los sustituyentes n-butilo y n-octilo, se observé una
banda en 225 nm (25815-34763), la cual constituye una banda de transferencia de
carga. Por otra parte, se aprecio la transicion n-n* (C=N) entre 461-483 nm (6117-
16575), la cual representa los electrones n de la imina localizados en un orbital 2p
del atomo de nitrogeno interactuando con un orbital 5d del estafio, dando lugar a la
interacciéon n-dz, mediante la formaciéon de enlaces dz-pz.*°Como ejemplo de lo
anterior en la Figura 11.2.2.1 se presenta el espectro electronico del complejo 2a.
Finalmente, las transiciones electronicas de los complejos se presentan en la Tabla
11.2.2.1.

Tabla 11.2.2.1 Absorciones representativas (nm) en el espectro UV-Vis de los compuestos 2a-e

Compuesto n(’f‘;rf?:)'\') “‘(’::n(?:)'\') n_n*((r?r:qolnl?ﬂw)
oH o 2a | 477 (16575) | 285 (14081) gg; gggég
NN 2b | 478 (11685) | 286 (10512) gg; Egggg
N o 2c | 461(8703) | 287 (9094) 208 (49382)
o homon 2d | 464 (6117) | 286 (8808) 210 (35038)
Ed EEECHZSKCHB)S 2e | 483(12028) | 318 (17161) 207 (44003)
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Figura 11.2.2.1. Espectro UV-Vis del compuesto 2a

53



11.2.3 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja.
Los espectros de los compuestos 2a-e se obtuvieron mediante la técnica de pastilla

de bromuro de potasio (KBr).

Para los complejos 2a-e (Tabla 11.2.3.1) se observaron las bandas anchas de
absorcion v(OH) debidas al grupo hidroxilo (OH) perteneciente al grupo hidroximetilo
de la cadena lateral del fragmento de piridoxal en un intervalo comprendido de 3221-
3048 cm, y debido a la forma de esto se sugiere que estos grupos se encuentran
enlazados por puentes de hidrogeno. Asi mismo se observaron las vibraciones tanto
simétricas vs(C-H) en la region de 2893-2846 cm, como antisimétricas vas(C-H) en
un intervalo comprendido de 2955-2916 cm las cuales son caracteristicas de un
carbono con hibridacion sp® que describe a los metilos y metilenos de los grupos
butilo, octilo, ciclohexilo y bis[(trimetilsilil)metilo] unidos al centro.*® Para los
compuestos 2a-e se observo una sefial intensa v(C=N) en un intervalo comprendido
de 1594-1590 cm indicando la presencia de la imina, la cual se encuentra
coordinada al atomo de estafio. Cabe sefalar que esta banda de vibracion en
comparacion con el ligante (1a) presenta un Av de 22-26 cm® hacia menor
frecuencia, lo cual se debe a que el grupo iminico esta coordinado con el atomo de
estafio. Por otro lado, la aparicién de vibraciones armonicas v(C-Oarom) de sistemas
aromaticos se observd entre 1407-1404 cm™, mientras que las vibraciones
armonicas V(C-Oprim) de sistemas alifaticos entre 1191-1184 cm confirma la
presencia del grupo hidroximetilo del fragmento de piridoxal en los compuestos 2a-

e. Como ejemplo se presenta en la Figura 11.2.3.1 el espectro del complejo 2a.

Para el compuesto 2e se observa la presencia de la vibraciéon armonica v(Si-CHz)
en 835 cm?, lo cual confirma que este complejo contiene el fragmento

bis[(trimetilsilil)metilo].

Para los complejos 2a-e se observo la vibraciébn armonica v(Sn-C) en un intervalo
de 601-595 cm™, mientras que la vibraciéon arménica v(Sn-O) en la regién de 549 a
543 cm?, con lo cual se confirma la coordinacién del atomo del estafio con los
atomos de oxigeno de los anillos piridinicos del ligante, indicando que ambos anillos

forman parte de los complejos formados.
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Mientras que la formacion de la imina coordinada al atomo de estafio se puede

observar para la vibracion v(Sn-N) en un intervalo de 412-410cm* para los

compuestos 2a-e.

Tabla 11.2.3.1. Absorciones representativas (cm™) en el espectro IR de los compuestos 2a-e

Compuesto V(OH) | v(C=N) [ v(C-Oarom) [ v(C-Oprim) [ v(Sn-C) [ v(Sn-0) | v(Sn-N)
o o 2a | 3002 | 1592 1405 1189 595 545 411
NN /| 2b | 3048 | 1504 1407 1101 597 547 412
7o e 2c | 3046 | 1594 1404 1190 601 549 412
EZ Ephﬁt 2d 3221 | 1589 1404 1184 595 543 410
2o Ro OSHCHo) 2¢ | 3048 | 1593 1407 1187 596 544 | 411
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11.2.4 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear.

11.2.4.1 Caracterizacion por RMN de 'H de los complejos de piridoxal y 2-
amino-3-hidroxipiridina derivados de dibutil-, dioctil-, difenil-, diciclohexil- y

bis[(trimetilsilil)metil]estafio (IV).

Para los complejos 2a-e en el espectro de RMN *H se observé una sefial simple que
corresponde al protén iminico (H-6) en un intervalo de 6 9.84 a 10.11. Sin embargo,
en todos los casos se observaron las sefiales satélites correspondiente al
acoplamiento 3J(*H-1*%117Sn), permitiendo determinar el valor de la constante de
acoplamiento de 33.7 a 55.6 Hz entre el protén iminico y el &tomo del estafio el cual
se encuentra a tres enlaces de distancia, lo que implica de acuerdo a la literatura,
gue el &tomo de estafio se encuentra en posicion E en relacion al protén iminico®!

confirmando la presencia del enlace de coordinacion Sn-N en los compuestos 2a-e.

En la region aromatica se observaron las sefiales esperadas para los protones H8-
H9 del anillo piridinico y una sefal simple para el proton H-3 proveniente del anillo

de piridoxal, los valores y multiplicidades se presentan en la Tabla 11.2.4.1.1.

En la region alifatica se aprecié una sefial simple que integra para dos protones, en
un intervalo & 4.66 — 4.73 perteneciente a los hidrégenos del grupo metileno del
hidroximetilo (H-13), adicionalmente, se observo una sefial simple de 2.32 a 2.52

ppm para el metilo (H-12).

En todos los casos se observaron las sefiales esperadas para los fragmentos

organicos unidos al centro metalico.
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Tabla 11.2.4.1.1. Desplazamientos quimicos (8) en RMN de H para los compuestos 2a-e

Compuesto 2a 2b 2c 2d 2e
H-3 7.64 (s) 7.76 (s) 7.77 () 7.58 (s) 7.75 ()
H-6 9.96 (s) 10.05 (s) 9.84 (s) 10.06 (s) 10.12 (s)
H-8 7.75 (dd) 7.74 (dd) | 7.43-7.49 (m)| 7.74 (dd) 7.84 (dd)
H-9 7.21 (dd) 7.21(dd) |7.43-7.49 (m)|7.27-7.18 (m) | 7.28 (dd)
H-10 7.11 (dd) 7.09 (dd) 7.32 (dd) 7.13 (m) 7.16 (dd)
H-12 2.32 (s) 2.32 (s) 2.52 (s) 2.35 (s) 2.37 ()
H-13 4.66 (s) 4.65 (s) 4.69 (s) 4.67 (s) 4.73 (s)
H-14 5.44 (s) 5.44 (s) 5.51 (s) 5.46 (s) 5.56 (S)
H-a 1'3(751)'42 1.49-1.57 (m) - 2.09-151 (m)| 0.48 (d)
H-B 1'4(7&11)'54 1.49-1.57 (m) - 2.09-1.51 (m)|  0(s)
H-y 1.24 (sext) [1.12-1.19 (m) - 2.09-1.51 (m) -
H-& 0.76 () |1.12-1.19 (m) - 2.09-1.51 (m) -
H-g - 1.12-1.19 (m) - - -
H-¢ - 1.37-1.42 (m) - - -
H-n - 1.12-1.19 (m) - - -
H-0 = 0.8 () = = -
H-0 - - 7.64 (dd) - -
H-m - - 7.32 (dd) : £
H-p - - 7.86-7.83 (m) - -

3J(RH-149427S ) 33.7 34.9 55.6 37.57 48.98
o Y
Bu= . NN\
B 5
o Y € n
Oct= NN
B 5 ¢

o
™sT= 7 Sg—F

/\
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Como ejemplo se muestra el espectro del complejo 2a (Figura 11.2.4.1.1) y se
observa en la region alifatica una sefal triple para el metilo (H-8) de los butilos que
estan unidos al centro metélico 6 0.76, una constante de acoplamiento J=7.2 Hz. En
H-y se observd una sefial séxtuple que integra para seis protones, con un d 1.24
una constante de acoplamiento J=7.2 Hz. Para los protones H-a y H-B, se
observaron dos sefiales multiples en el intervalo & 1.37-1.42 y 6 1.47-1.54

respectivamente.

En la region aromatica, para el anillo piridinico se observan tres sefiales doble de
dobles para los protones H8-H10 en & 7.75, 6 7.21 y 6 7.11 respectivamente; para
el anillo proveniente del piridoxal se observd una sefal simple para H-3 en 7.64
ppm.
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11.2.4.2 Caracterizaciéon por RMN de *C de los complejos de piridoxal y 2-
amino-3-hidroxipiridina derivados de dibutil-, dioctil-, difenil-, diciclohexil- y

bis[(trimetilsilil)metil]estafio (IV).

La asignacioén de los espectros de RMN de °C para los complejos 2a-e se corroboré
mediante técnicas monodimensionales y bidimensionales (DEPT-135, HSQC,
HMBC y COSY).

Para los compuestos 2a-e el carbono iminico (C-6) presenté un intervalo d: 157.1-
161.6 ppm. En la regidon aromética para los complejos 2a-e, se observaron once
sefales que forman parte de los carbonos correspondientes a los fragmentos de
piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina. Los desplazamientos quimicos se presentan
enlaTabla 11.2.4.2.1.

Tabla 11.2.4.2.1. Desplazamientos quimicos (§) en RMN de **C para los compuestos 2a-e

Compuesto 2a 2b 2c 2d 2e
C-1 161.9 161.9 160.7 162.3 159
C-2 117.6 117.5 118.9 117.4 115.2
C-3 134.1 134.1 136.5 134.9 132.8
C-4 155 154.9 154.4 154.9 152.2
C-5 134.8 134.7 143.8 134.2 127.3
C-6 160.9 160.9 157.1 161.6 160.4
C-7 144.3 144.3 148.6 144.2 141.4
C-8 135.6 135.6 129.5 135.6 134.1
C-9 126.5 126.5 128.9 126.6 124.9

C-10 126 126 129 125.9 124
C-11 155.5 155.4 155 155.9 153
C-12 20 19.9 20.5 19.9 18
C-13 59.5 59.5 59.6 59.5 57.3
C-a 25.4 33.1 - 41.7 6.9
C-B 27.2 24.9 - 29.9 0.5
C-y 26.3 29 - 28.5 -
C-8 13.9 22.5 - 26.7 -
C-g - 22.5 - - -
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c¢ - 25.5 - -

Cn - 31.7 - - -

C-0 - 14.3 - -

Ci - - 134.9 - -

C-o - - 135 -

c-m - - 128.7 - -

Cp - - 136.5 -
1J(19sp-c) | 1013 | 87.6 - - 501
2J(1195n-13C) - - 52.99 -
3J(195n-13C) - - 34.7 - -
4J(1195n-13C) - 3249 | 484 -

Bu= //,’\/\
B )
o Y € n
Oct= ,x’/\/\/\/\
B 5 ¢ 6
B i o m
2a: R=Bu o P
cy= § Ph= ! p
2b: R= Oct
2¢: R= Ph
o
2d:R=C
v ™MST= 7 NP
2e: R= TMST / ™~

Para el complejo 2a los carbonos cuaternarios (C-7 y C-11) del anillo piridinico se
observaron & 144.3 y 6 155.5 respectivamente. Mientras que los carbonos C-8, C-9
y C-10 se encuentran en 135.6, 126.5 126.0 ppm. Por otro lado, para la parte
aromatica del fragmento de piridoxal, los carbonos cuaternarios (C-1 y C-5) se
apreciaron en 6 161.9 y 6 134.8. Asi mismo, se observaron las sefales para C-2
117.6, C-3 5 134.1 y C-4 5 155. En la region alifatica el carbono perteneciente al
metileno del hidroximetilo (C-13) mostr6 una sefial en 59.5 ppm, en tanto que, para

el carbono del metilo, se observé en 20.0 ppm (Figuras 11.2.4.2.1-2).
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Adicionalmente, se observaron las cuatro seflales que conforman a la cadena de
butilo en la regidn alifatica. Para el metileno unido al centro metélico C-a se observé
una sefial en 25.4 ppm, presentando sefiales satélites correspondientes al
acoplamiento J(*°Sn-13C)=101.3 Hz. Los metilenos C-f y C-y presentaron
desplazamientos en 27.2 y 26.3 ppm respectivamente. Finalmente, el carbono
metilico (C-8) se aprecio en 13.9 ppm. La asignacién inequivoca se corroboré por

técnicas bidimensionales como ejemplo se presenta el experimento HSQC (Figura
11.2.4.2.3).
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11.2.4.3 Caracterizacion por RMN de °Sn de los complejos de piridoxal y 2-
amino-3-hidroxipiridina derivados de dibutil-, dioctil-, difenil-, diciclohexil- y

bis[(trimetilsilil)metil]estafio (IV).

La resonancia magnética de '°Sn es una herramienta que permite conocer el
namero coordinacion de una especie quimica en solucion, para ello se observan
desplazamientos quimicos (8) caracteristicos en funcion del fragmento orgénico

unido al centro metalico.

La resonancia magnética nuclear para los complejos 2a-e, mostrd desplazamientos
qguimicos &: -337 a -156 ppm en el disolvente no coordinante CDCls, mismos que
corresponden a compuestos pentacoordinados. Mientras que en sulfoxido de
dimetilo (DMSO-g6) un disolvente coordinante, se observaron desplazamientos
guimicos en un intervalo o. -444 a -167 ppm, mismos que corresponden a

compuestos hexacoordinados (Figuras 11.2.4.3.1-2).°2>

Los complejos 2d-e, obtenidos a partir de 6xidos de diorganoestaiio impedidos
estéricamente, presentaron valores de desplazamiento quimico similares tanto en
CDCIs como en DMSO-gs, por lo que el comportamiento anterior podria atribuirse al
impedimento estérico de los compuestos que impidié la coordinacion del DMSO al

centro metalico.

Tabla 11.2.4.3.1. Desplazamientos quimicos (8) en RMN de *°Sn para los compuestos 2a-e en

disolvente coordinante y no coordinante.

Disolvente
Compuesto
CDCls DMSO-de
OH 2a -194 -255
N—
| X N N\ / 2b -194 -250
N __~ /Sn/\
o0 2c -337 -444
2a =n-
2b E: n»CB)Lcj;t 2d -260 -
2c R=Ph
2d R=
2e E: g)rlizsi(cHS)3 2e -156 -167
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11.2.5 Espectrometria de masas.
11.2.5.1 Espectrometria de masas (DART?).

Los espectros de masas para los compuestos 2a-e fueron obtenidos mediante la
técnica DART™ (analisis directo en tiempo real), exhibiendo el ion molecular [M* + 1]

con una abundancia relativa entre el 16-100%.

También se observé que los compuestos 2a-e son de naturaleza monomérica, los
picos correspondientes a los iones moleculares presentan la distribucion isotdpica
esperada. Como ejemplo se muestra el espectro del complejo 2d (Figura
11.2.5.1.1).

Tabla 11.2.5.1.1. lon molecular y abundancia relativa de los compuestos 2a-e

Compuesto (M*+1)" Abundancia
OoH . 2a 492 100
NN / 2b 604 100
N A /Sn/\o
) "R 2c 532 50
2a R=n-Bu
% Remou 2d 544 16
2¢c R=Ph
2d R=Cy
2e  R= CH,Si(CHa); 2e 552 80
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Figura 11.2.5.1.1. Espectro de masas (DART") del compuesto 2d
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11.2.6 Difraccion de rayos-X de monocristal

Para el complejo 2a se obtuvieron cristales adecuados para su estudio por difraccion
de rayos-X de monocristal que se lograron cristalizar en una mezcla cloroformo-

heptano.

Para la estructura molecular 2a se observé una geometria de pirdmide de base
cuadrada distorsionada, donde los grupos butilo y los atomos de oxigeno
pertencientes a ambos anillos piridinicos, ocupan las posiciones basales, en tanto
el nitrégeno iminico, se encuentra en la posicion apical. Los datos cristalograficos y
de refinamiento se encuentran en la Tabla 11.2.6.1.

Cc16

Cc1

Figura 11.2.6.1. Perspectiva molecular del complejo 2a, las elipsoides muestran el 40% de

probabilidad de la ubicacién de las posiciones atémicas.
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Tabla 11.2.6.1. Datos cristalograficos para la estructura molecular 2a

Distancia 2a
Formula C21H29N303Sn
P.M. (g/mol) 490.16
Temperatura (K) 298
Tamafio 0.35x0.21x0.17
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P-21/n
a(h) 10.4395(4)
b (A) 13.1245(4)
c (A 16.9658(6)
a (%) 90.000 (0)°
B (°) 107.6254(11)°
y (©) 90.000 (0)
V (A3 2215.42(13)
z 4
p (g/cm3) 1.47
Coeficiente de absorcion (mm) 1.178
F (000) 1000
0 Range of collection data 2.519 a 25.364.
No. Reflex. colectadas 15643

No. Reflex. independientes (Rint)

4058 (0.0220)

Datos / Restricciones / Parametros

4058 /187 / 317

GOOF 1.067
. ) Ri1= 0.0426
Indices finales [l > 2c ()]
wR2= 0.0826
o . R:1= 0.0624
Indices finales (todos los datos)
wR2= 0.0925
Apmax / Apmin (€ AS) 0.754 y -0.657
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Tabla 11.2.6.2. Angulos diedros y distancias de enlace (A) selectas para la estructura molecular

2a
Distancia (A) Angulo diedro (°)

Sn(1)-N(1) 2.216(3) C(18)-Sn(15)-C(14) 136.4(2)
Sn(1)-C(14) 2.126(5) O(1)-Sn(1)-0(2) 155.7(1)
Sn(1)-C(18) 2.121(6) O(1)-Sn(1)-C(14) 91.9(2)
Sn(1)-0(1) 2.122(3) O(1)-Sn(1)-C(18) 94.5(2)
Sn(1)-0(2) 2.107(3) 0(2)-Sn(1)-C(14) 92.6(2)
C(6)-N(1) 1.291(5) 0(2)-Sn(1)-C(18) 98.6(2)
C(7)-N(1) 1.435(5) N(1)-Sn(1)-C(14) 120.1(2)
C(11)-0(1) 1.317(6) N(1)-Sn(1)-C(18) 103.3(2)
C(5)-C(6) 1.444(5) N(1)-Sn(1)-O(1) 76.2(1)
C(5)-C(1) 1.404(5) N(1)-Sn(1)-0(2) 80.9(1)
C(7)-C(11) 1.398(6) C(6)-C(7)-N(1) 118.7(3)
C(1)-0(2) 1.304(5) C(1)-C(5)-C(6) 121.9(4)
C(5)-C(1)-0(2) 125.1(4)

C(7)-C(11)-N(1) 114.2(4)

C(7)-N(1)-Sn(1) 112.2(3)

C(6)-N(1)-Sn(1) 128.8(3)

El estudio de difraccion de rayos-X de monocristal mostr6 que el compuesto

cristalizé en el sistema cristalino monoclinico y en el grupo espacial P-2,/C.

Para el complejo 2a se observo que el ligante tridentado tipo base de Schiff actia
como agente quelante tridentado mediante los oxigenos de los anillos piridinicos,
tanto del residuo de piridoxal como de 2-amino-3-hidroxipiridina y el nitrégeno
iminico formando un enlace de coordinacion transanular con el 4tomo de estafio
dando lugar a dos sistemas heterociclicos: uno de seis y otro de cinco miembros.
La distancia de enlace Sn-N 2.216(3) A, es mayor a la suma de radios covalentes
de estafio y nitrégeno (2.10 A), pero menor a la correspondiente suma de radios de
van der Waals (3.75 A), confirmando de esta manera la presencia de enlace de

coordinacion Sn-N.
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Esta distancia es similar a la descrita para sus anélogos de dibutilestafio (IV) de la
serie bencénica, las cuales se sittan en el intervalo comprendido entre 2.217(3) A
y 2.246(6) A. Y ligeramente més larga que la encontrada para los complejos de
piridoxamina y salicilaldehidos sustituidos, cuyo valor es de 2.170(4).°°

Por otro lado, la distancia de enlace Sn(1)-O(2) es de 2.107(3) Ay para Sn(1)-O(1)
es de 2.122(3) A, las cuales son menores a la suma de radios covalentes entre
estafio y oxigeno (2.13 A),%” lo que indica la presencia de enlaces covalentes. Las
cuales son similares a los complejos derivados de piridoxal y piridoxamina

mencionados anteriormente, cuya distancia oscila entre 2.080(4) A y 2.154(2)
A.19,56,58

Los angulos de enlace O(1)-Sn(1)-O(2) y C(18)-Sn(1)-C(22) presentaron un valor
de 155.66° (14) y 136.4° (2), respectivamente, en tanto, los angulos N(1)-Sn(1)-
C(18) y N(1)-Sn(1)-C(14) poseen una magnitud de 103.3(2)°y 120.1(2)°, mientras
los angulos N(1)-Sn(1)-O(2) y N(1)-Sn(1)-O(1) mostraron valores de 80.9(1)°y
76.16(1)°, respectivamente. En este sentido, el complejo 2a presenta valores de
angulo de enlace O-Sn-O y C-Sn-C similares a los complejos de diciclohexilestafio
(IV).2°

En este sentido, el complejo 2a posee una geometria pentacoordinada intermedia
entre bipiramide trigonal y piramide de base cuadrada, por lo tanto, se procedi6 a
cuantificar el grado de distorsion de dicha estructura, utilizando el parametro t el
cual establece que para una estructura de bipiramide trigonal ideal (BPT) t=1,

mientras para una piramide de base cuadrada (PC) t=0.°°

Con base a lo anterior, el complejo 2a present6 un valor de t=0.32, lo cual indica
gue el complejo posee una geometria molecular predominantemente de piramide

de base cuadrada distorsionada.

75



11.2.6.1 Interacciones por puente de hidrégeno para el complejo 2a.
Para el complejo 2a, se observé un puente de hidrégeno intermolecular entre el
grupo hidroxilo (OH) del fragmento de piridoxal y el nitrdgeno piridinico

perteneciente al residuo de piridoxal de otra molécula vecina (Figura 11.2.6.1.1).

Figura 11.2.6.1.1. Puentes de hidrégeno intermoleculares del complejo 2a.

Dicha interconexion tiene lugar a través de una interconexion N...H cuyo valor es de
1.914 (14) A, el cual es muy similar a los complejos de diorganoestafio derivados
de piridoxamina y salicilaldehidos sustituidos,® que a sus analogos de piridoxal y o-
aminofenoles sustituidos.®*® Asimismo, para la distancia O-H con un valor de
0.849(10) A presenta un comportamiento parecido al descrito anteriormente, puesto
gue sus analogos de piridoxamina mostraron un valor para dicha distancia que
oscila entre 0.854 (10) A y 0.857 (10) A; en cambio, la distancia O...N con un valor
de 2.758 (4) A es idéntica a sus congéneres tanto de piridoxal como de
piridoxamina,'®°%°® ademas, la distancia entre los atomos de nitrégeno y oxigeno
es menor a la suma de radios de van der Waals (2.91 A), lo cual indica la compresién

de la nube electronica del atomo de nitrogeno (Tabla 11.2.6.1.1).5°
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Tabla 11.2.6.1.1. Distancias (A) y angulos diedros (°) del puente de hidrégeno para el complejo 2a

Molécula D-H... A D-H H...A D...A <D-H...A
2a 0O(3)-H(3A)...N(3) 0.849 (10) 1.914 (14) 2.758 (4) 172 (6)

Finalmente, de acuerdo a la literatura cuando el angulo del puente de hidrégeno
tiene un valor mayor a 170° se considera fuerte,® en este sentido, para el complejo
2a se aprecia un valor de 172(6)°, por lo tanto, la interaccidn se considera fuerte, la

cual es similar a la descrita para complejos similares.

11.2.6.2 Empaquetamiento cristalino del complejo 2a.

En base al estudio de difraccion de rayos-X de monocristal se observo que el

complejo 2a present6 una estructura de empaquetamiento de tipo polimérico.

Figura 11.2.6.2.1. Estructura de empaquetamiento del complejo 2a
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11.3 Determinaciéon de la toxicidad en Artemia salina

Los bioensayos de toxicidad involucran la exposicién de organismos a una serie de
diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar, determinando la respuesta
en el organismo, y depende del tipo de la especie y de la prueba. Los resultados se
reportan como CLsg la cual es la concentracion en la cual el 50% de la muestra de
una poblacion muere a causa de la exposicion. Los animales empleados en estos
bioensayos deben pertenecer a la misma poblacion, es decir, deben ser de la misma
especie, cepa, sexo, edad, y aproximadamente del mismo peso. Sin embargo, aun
cuando estas condiciones se cumplan, no todos los individuos reaccionan igual al

estimulo. Esto se debe a la variabilidad biolégica que existe entre las artemias.®?

Se utiliza Artemia salina debido a que estos bioensayos son de largo tiempo relativo
a la vida de la especie y, por otro lado, no requieren técnicas asépticas por lo cual
actualmente estan sustituyendo al ensayo MMT, que es mas desafiante éticamente
debido a que requiere suero animal, ademas de que es rapido, mas conveniente y

menos costoso.%

11.3.1 Toxicidad de los complejos de piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina
derivados de dibutil-, dioctil-, difenil-, diciclohexil- y

bis[(trimetilsilil)metil]estaio (IV).

Para los compuestos 2a-e, se evalud su toxicidad mediante el ensayo in vitro de
Artemia salina. Se realiz6 un cernimiento primario a tres concentraciones finales
dentro de cada pocillo (100 uM, 10 uM y 1 uM) por triplicado, para determinar su
porcentaje de letalidad y establecer asi las concentraciones toxicas preliminares.
De los compuestos que mostraron actividad, posteriormente se realizd la curva
concentracion-respuesta cuantal. Los detalles de la metodologia experimental se

encuentran en la seccion A.1 del Anexo de pruebas bioldgicas.
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En el cernimiento primario, el complejo 2b mostr6 un porcentaje de letalidad de
17.24%, a una concentracion de 100 uM, dicho valor se puede consultar en la Tabla
A.1.1 de la seccion del Anexo de pruebas biolégicas; por lo que se concluy6 que su
CLso era mayor a 100 uM, por lo que solo se realiz6 el siguiente cernimiento para
los compuestos 2a 'y 2c-e.

En el Gréfico 11.3.1.1, se aprecia que la CLso es mayor para los complejos con los
fragmentos ciclohexilo (2d) y bis[(trimetilsilil)metilo] (2e).

30 28.84

12.023

4.78
2a 2¢c 2d 2e
COMPUESTOS

Grafico 11.3.1.1. CLso de los compuestos 2a y 2c-e.

Adicionalmente a ello, de acuerdo con Saldafia y colaboradores,®* el grado de
toxicidad de un compuesto se puede clasificar a través de las unidades de toxicidad

(UT), mediante la ecuacion:

UT = (1 / CLso) * 100

La clasificacion de toxicidad de un compuesto a través de las unidades de toxicidad

se muestra en la Tabla 11.3.1.1.
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Tabla 11.3.1.1. Clasificacién de toxicidad

Clasificacion Unidades de Toxicidad
Muy toxico >4.0
Toxico 2.0-4.0
Moderadamente toxico 1.33-1.99
Ligeramente téxico <1.33

Con los valores de la Tabla 11.3.1.2, podemos definir que los complejos 2a 'y 2d-e
son considerados muy téxicos al tener un UT mayor a 4, en cuanto al complejo 2c
se considera un compuesto toxico al tener un UT de 3.46. Mientras, para el complejo
2b con una Clsp mayor a 100 uM de acuerdo al cernimiento primario, podria

considerarse como un compuesto ligeramente toxico.

Tabla 11.3.1.2. Unidades de toxicidad para los compuestos 2a 'y 2c-e

Compuestos uT Clasificacion
OH 2a 8.31 Muy téxico
N—
| N \T \ / 2b <1.33 Ligeramente téxico
N Sn_
= 0 0 2c 3.46 Téxico
2a = n- ;.
g 2d 30.95 Muy toxico
2c R=Ph
2d = L.
2o R oriSi(CHes 2e 20.92 Muy toxico
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Gréfico 11.3.1.2. Unidades de toxicidad de los compuestos 2a'y 2c-e.

De acuerdo al Gréfico 11.3.1.2, la toxicidad de los compuestos va creciendo en

funcién del fragmento organico unido al atomo de estafio, en el siguiente orden:
dioctilo < difenilo < dibutilo < bis(trimetilsili)metilo < diciclohexilo

Para los compuestos 2a-b con los sustituyentes dibutil- y dioctilestafio (IV),
respectivamente, se observa que la homologacién de la cadena alifatica
proporciona una menor toxicidad, en tanto, el complejo 2c derivado de difenilestafio
presentd menor toxicidad en comparacion a su analogo de diciclohexilestafio (2d),
dicho comportamiento podria explicarse debido al mayor impedimento estérico y
lipofilia de éste ultimo. Finalmente, cabe mencionar que los complejos 2d-e tienen
una toxicidad muy alta, la cual es proporcional al impedimento estérico alrededor

del atomo de estafio.
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11.4 Determinacién de la citotoxicidad en lineas celulares humanas de cancer.

11.4.1 Citotoxicidad del ligante tridentado tipo base de Schiff derivado del
clorhidrato de piridoxal y de la 2-amino-3-hidroxipiridina y de los complejos
de piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina derivados de dibutil-, dioctil-, difenil-,

diciclohexil- y bis[(trimetilsilil)metil]estafio (IV).

Para los complejos 2a-e derivados del clorhidrato de piridoxal y de la 2-amino-3-
hidroxipiridina se realizé la determinacion de actividad citotéxica mediante el ensayo
de sulforrodamina B (SRB) siguiendo el protocolo del Instituto del cancer de Estados
Unidos (NCI, por sus siglas en inglés), se efectud en las lineas celulares humanas
de cancer U-251 (glioblastoma), PC-3 (prostata), K-562 (leucemia mielégena
cronica), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama dependiente de estrogenos) y SKLU-1
(pulman).

El tiempo de exposicion de las lineas celulares humanas de cancer a los complejos
de diorganoestafio en cuestion, fue de 48 horas, los detalles de la metodologia
experimental se pueden consultar en la seccidon A.2 del Anexo de pruebas

biolégicas.

A continuacion, se determiné el porcentaje de inhibicién de la proliferacion celular

en lineas celulares humanas de cancer mencionadas anteriormente.

El complejo 2b se prob6 a una concentracion de 10 uM, mostrando una actividad
citotoxica del 57.4-85.7 % en todas las lineas celulares humanas de cancer. Sin
embargo, mostré una mayor selectividad para las lineas de MCF-7 (mama

dependiente de estrégenos) y SKLU-1 (pulmon).

Para los complejos 2a y 2c se us0O una concentracion de 1 uM debido a que son
muy citotoxicos. Para el complejo 2a se observé una mayor selectividad en las
lineas U-251 (glia del sistema nervioso central) con un 100%, K-562 (leucemia
mielégena crénica) con un 97.9%, MCF-7 con un 93.6% (mama dependiente de
estrégenos), SKLU-1 (pulmén) en un valor del 98.7%, HCT-15 (colon) con 78.3% y

PC-3 (préstata) 74.2%. ElI complejo 2c presentdé un comportamiento similar a 2a
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para la mayoria de las lineas celulares humanas de cancer, sin embargo, para HCT -

15 el porcentaje de inhibicién fue mayor para 2c.

Los complejos 2d-e impedidos estéricamente con los fragmentos ciclohexilo y
bis[(trimetilsilil)metilo] fueron evaluados a una concentracion de (0.5 uM), dichos
compuestos presentaron mayor potencia, en comparacion a sus analogos 2a-c. El
complejo 2e mostré una elevada actividad citotdxica en casi todas las lineas
celulares a excepcion de PC-3 (préstata). Mientras el compuesto 2d se presento
selectividad hacia las lineas U-251 (glia del sistema nervioso central) y K-562

(leucemia mielégena crénica).*®

Cabe destacar que los complejos 2a-e no presentan actividad citotdxica significativa
hacia la linea celular humana de cancer PC-3 (prostata). Con base en lo anterior,
se observa, en general, que la potencia esta dada en funcion del tipo de sustituyente
unido al centro metélico en el siguiente orden: bis[(trimetilsilil)metilo] > ciclohexilo >
fenilo > butilo > octilo. En este sentido, la homologacion de la cadena en los
complejos 2a-b disminuye la citotoxicidad de los complejos, asimismo, la presencia
del fragmento ciclohexilo en el compuesto 2d confiere mayor potencia, en
comparacion al derivado de difenilestafio 2b, lo cual sugiere que el aumento del
impedimento estérico alrededor del atomo de estafio es fundamental para la
optimizacion. Finalmente, la introduccion del fragmento bis[(trimetilsilil)metilo]
proporciona la mayor potencia por aumento tanto del impedimento estérico como
de la lipofilia del correspondiente complejo.'® “° Los resultados del cernimiento

primario de la actividad antiproliferativa se pueden observar en la Tabla 11.4.1.1,
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Tabla 11.4.1.1. Actividad citotdxica de los compuestos 2a-e. Donde U-251: glia del sistema nervioso
central, PC-3: prostata, K-562: leucemia mieldgena crénica, HCT-15: colon, MCF-7: mama

dependiente de estrégenos y SKLU: pulmon.

% de inhibicion en crecimiento celular
Compuesto Concentracién
U-251 | PC-3 | K-562 | HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1
OH 2a 1 uM 100 74.2 | 97.9 78.3 93.6 98.7
N=—
I\ A \/ 2b 10 uM 75.2 | 624 | 574 62.1 85.7 82.15
N F /Sln/\o
o "o 2c 1 uM 100 | 74.3 | 98.6 90.7 100 100
2a R=n-Bu
g 2d 0.5 uM 91 53.8 93 65.5 78.6 81.7
2c R=Ph
e Roohsichy, | 2€ 0.5 uM 96 |[56.9]| 91 86.3 96.6 85.1

Por ultimo, podria realizarse la actividad citotoxica en lineas de FGH (cultivo
primario de fibroblastos gingivales humanos) o en COS-7 (linea celular de rifidn de
mono) que son células no cancerosas para medir la selectividad citotoxica en
células sanas y posteriormente seleccionar qué compuestos y para queé lineas

celulares se podria determinar la I1Cso.

11.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante mediante la técnica 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH).

El actual trabajo evalla la capacidad antioxidante de un compuesto usando el
método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Los radicales libres son protagonistas de numerosas enfermedades que provocan
reacciones en cadena, estas reacciones solo son eliminadas por la accion de otras
moléculas llamadas antioxidantes, las cuales son compuestos que pueden inhibir o
retardar la oxidacién de otras moléculas inhibiendo la iniciacién y/o propagacion de

las reacciones en cadena de los radicales libres.5>

Distintas investigaciones han hecho hincapié en diversos complejos de

organoestaio (1V), presentan actividad antioxidante.
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En este trabajo se describe la actividad antioxidante de los complejos 2a-e, los
cuales tienen un fragmento de piridoxal, el cual, de acuerdo a la literatura posee

actividad antioxidante. 19 35

11.5.1 Actividad antioxidante de los complejos de piridoxal y 2-amino-3-
hidroxipiridina derivados de dibutil-, dioctil-, difenil-, diciclohexil- vy

bis[(trimetilsilil)metil]estafio (IV).

Para los compuestos 2a-e se realizé el estudio de la actividad antioxidante y un
cernimiento biolégico a 1uM, 10uM y 100uM. Posteriormente se sometié a 37° sin
presencia de luz y se calculo el porcentaje (%) de inhibicion del DPPH. A partir de
ello se busco calcular Clso (Tabla 11.5.1.1), que es la cantidad de antioxidante
necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%, donde los valores
representan el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Los detalles
de la metodologia general se pueden consultar en la seccion A.3 del Anexo de

pruebas bioldgicas..

Segln lo descrito por Ramos y colaboradores,®® consideran de alto potencial
antioxidante aquellos compuestos con valores menores a 30 pg/mL, con moderado
potencial aquellos compuestos ubicados en un rango entre 30 pg/mL y 100 pg/mL
y de bajo potencial antioxidante aquellos con un ICsg por encima de 100 pg/mL. De
acuerdo a lo observado en el Gréafico 11.5.1.1, los compuestos 2a-b y 2d-e
mostraron un moderado potencial antioxidante, siendo los complejos 2b y 2d los
gue presentaron una mejor actividad antioxidante de la serie. Sin embargo, su
actividad fue menor en comparacion al a-tocoferol, lo cual los hace menos viables
como agentes antioxidantes. El compuesto 2c presenté un bajo potencial
antioxidante con una Clsp de 105.04 uM. Este resultado sugiere que el Unico
donador de protones para el radical libore que presenta el DPPH, es el grupo
hidroximetilo del residuo de piridoxal que presentan los complejos, lo cual podria ser

la causa de que la Clso de estas moléculas sea elevada.
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De acuerdo, a los resultados anteriores la actividad antioxidante de los complejos
2a-e esta dada en funcién del fragmento organico unido al atomo de estafio dada
en el siguiente orden: ciclohexilo > octilo > butilo > bis[(trimetilsilil)metilo] > fenilo.
De acuerdo a los resultados anteriores la homologacién de la cadena proporciona
un aumento en la potencia para los complejos 2a-b. Asi mismo, al comparar los
complejos 2c-d se aprecia que el aumento en la actividad antioxidante es
proporcional al impedimento estérico. Finalmente, para el complejo 2e con el
fragmento bis[(trimetilsilil)metilo] es el compuesto que presentdé menor potencia, en

tanto, el compuesto 2c fue inactivo.
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Gréfico 11.5.1.1. Representacién de la concentracion inhibitoria cincuenta (Clso) de los

compuestos 2a-e.
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Tabla 11.5.1.1. Concentracion inhibitoria cincuenta (ICso) de los compuestos 2a-e. Los valores

representan el promedio de tres experimentos independientes (n= 3) * error estandar de la media.

Compuestos Clso (uM)
Control (Quercetina) 10.87+0.40
OH
N= Control (a-tocoferol) 41.15+0.14
| XTI\
N A s 2a 86.72+14.43
0R4 /’R
) 2b 69.84+16.31
a R=n-Bu
2b R=n-Oct
2 E;g'; 2c 105.04+4.31
2e R= CH,Si(CH3)3
2d 63.54+12.83
2e 94.92+8.19
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12. CONCLUSIONES

12.1 Conclusiones generales

Se sintetizaron cinco compuestos de tipo diorganoestafno (V) derivados de
ligantes tridentados derivados de piridoxal y 2-amino-3-hidroxipiridina;
obteniendo rendimientos moderados (61-92%) en sintesis de un solo paso.
No se logro aislar el ligante puro derivado del piridoxal y 2-amino-3-
hidroxipiridina, lo cual se pudo corroborar por medio de cromatografia en
capa finay RMN de 'H.

12.2 Conclusiones particulares

La caracterizacién de los complejos mediante conductividad, espectroscopia
UV-Vis, IR, RMN de 'H, 13C y'19Sn, asi como por espectrometria de masas,
permitio establecer su estructura.

Los valores de desplazamiento quimico en RMN de '°Sn sugiere que en
disolventes no coordinantes se observan especies pentacoordinadas,
mientras que en disolventes coordinantes se aprecian estructuras
haxacoordinadas.

La difraccion de rayos-X de monocristal para el complejo 2a mostré una
estructura molecular con numero de coordinacién cinco con una geometria
predominantemente de piramide de base cuadrada distorsionada.

La toxicidad en el modelo de Artemia salina esta en funcion de la naturaleza
del sustituyente unido al atomo de estafio. Siendo los compuestos
estéricamente mas impedidos 2d-e, los mas activos.

Todos los compuestos presentaron actividad citotoxica frente a las lineas
celulares de cancer humano U-251 (glia del sistema nervioso central), PC-3
(préstata), K-562 (leucemia mielégena crénica), HCT-15 (colon), MCF-7
(mama dependiente de estrogenos) y SKLU-1 (pulmon), donde la potencia
de los complejos de organoestafio (IV) esta definida por el fragmento
organico unido al centro metalico y es proporcional al factor estérico. Los

complejos 2d-e con sustituyentes estéricamente impedidos fueron los que
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Vi.

presentaron mayor citotoxicidad, en cambio, al homologar la cadena para los
complejos 2a-b la actividad citotéxica disminuye.

El estudio de actividad antioxidante por la técnica DPPH mostré que la
homologacién de la cadena en los complejos 2a-b aumenta la actividad
antioxidante. Para los compuestos 2c-e, la potencia es proporcional al
impedimento estérico. Todos los compuestos, son menos activos que el o-

tocoferol.
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14. ANEXO DE PRUEBAS BIOLOGICAS

Al. Procedimiento de ensayo de toxicidad en Artemia salina

Las pruebas se realizaron en el laboratorio de pruebas biolégicas en el Instituto de
Quimica, 6rgano dependiente de la Universidad Nacional Autébnoma de México
(UNAM); bajo la direccion del M. en C. Antonio Nieto. Para la prueba de toxicidad
fueron utilizados quistes de Artemia pertenecientes a una cepa comercial (Marca
Azul)

La eclosién de los quistes de Artemia se inicié 48 horas antes de comenzar con el
test de toxicidad. El estadio de prueba seleccionado fue el segundo instar larvar de
nauplio (48 horas).5’

Para la caracterizacion de la cepa se hidrataron 0.5mg de quistes en una copa
plastica con 30 mL de agua de mar artificial. La iluminacién fue continua durante la
eclosion de los quistes. La aireacion fue suave y constante para mantener los
quistes en suspension.®’

Para los complejos 2a-e se pesaron entre 1.5-2.0 mg. Y se prepar6 una solucion
stock a una concentracion de 20 mM empleando DMSO (sulféxido de dimetilo) como

disolvente. A partir de la solucion stock se prepararon 500 ulL, con una

concentracion de: 200 uM, 20 uM y 2 uM, usando agua desionizada como diluyente.

Para la determinacién del cernimiento primario se emplearon placas de 96 pozos
(ver Esquema 14.1.1), cada pocillo esta definido por un nimero 1-12 (columnas) y
una letra A-H (filas). Posteriormente se tomd una alicuota que tuviera 10 artemias
en 100 puL de agua salina (agua de mar), depositandose cada alicuota en cada uno
de los pocillos a usar. Posteriormente se agregaron 100 uL de las disoluciones
anteriormente preparadas para alcanzar una concentracion final de 100 uM, 10 uM

y 1 uM usando como disolvente el agua salina.
Se reservaron nueve pocillos los cuales se distribuyen de la siguiente manera:

e 3 paralaadicion de 100 uL de agua salina empleada como control negativo
e 3 para la adicion de 100 pL de agua desionizada empleada como control

positivo
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I & m m O O W >»

100 pL de agua salina (con artemias) + 100 uL de agua salina

100 pL de agua salina (con artemias) + 100 uL de agua desionizada
100 pL de agua salina (con artemias) + disolucion 200 uM = Disolucion

final 100 uM

100 pL de agua salina (con artemias) + disolucion 20 uM = Disolucién
final 10 uM

100 pL de agua salina (con artemias) + disolucion 2 uM = Disolucion final
1uM

Esquema A.1.1. Preparacion de las concentraciones a trabajar para cada compuesto para la

determinacion de toxicidad.

Al concluir la adicién de las disoluciones se volvié a poner la tapa de la placa, para
evitar contaminacion, y se incubaron a temperatura ambiente por 24 horas. Al
término de la incubacidn se contaron las artemias muertas (artemias que no realizan
movimientos internos o externos y que no pueden nadar de forma horizontal de
forma continua) en cada pocillo, reportando los resultados en el protocolo

experimental.

Los nauplios se observaron con un microscopio con un aumento de 12.5X. A

continuacion se agregaron 100 uL de etanol:acetona (50:50) a cada pocillo, y se
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mantuvo a temperatura ambiente por 15 minutos, seguidamente se conto el nUmero

total de larvas muertas de cada pocillo.

Para calcular el porcentaje de letalidad, primero se hizo un conteo total de las
artemias muertas que hubo en cada pocillo por cada concentracion (las cuales se
encontraban por triplicado), posteriormente se hizo el conteo total de artemias que
habia en cada pocillo de cada concentracién (las cuales se encontraban por
triplicado) y se realizaron las siguientes ecuaciones en el siguiente orden para

calcular el % letalidad para cada concentracion:

1) Artemias vivas = Artemias muertas — Artemias totales

2) Artemias acumuladas (1 uM) = X Artemias vivas (1 uM), Artemias vivas (10
uM), Artemias vivas (100 uM)

3) Artemias acumuladas (10 uM) = = Artemias vivas (10 uM), Artemias vivas
(100 uMm)

4) Artemias acumuladas (10 uM) = = Artemias vivas (100 uM)

5) Artemias muertas acumuladas (1 uM) = T Artemias muertas (1 uM)

6) Artemias muertas acumuladas (10 uM) = ¥ Artemias muertas (1 uM),
Artemias muertas (10 uM)

7) Artemias muertas acumuladas (100 uM) = £ Artemias muertas (1 uM),
Artemias muertas (10 uM), Artemias muertas (100 uM)

8) % Letalidad= (Artemias muertas acumuladas (100 uM) / (Artemias vivas

acumuladas + Artemias muertas acumuladas)) * 100%

La ecuacion 8, se realizd para cada concentracion, tal como se muestra en la Tabla
Al.1.
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Tabla A.1.1. Porcentaje de letalidad para cada compuesto a concentraciones de 1 uM, 100 uM y

100 uM

Compuesto 2c

i \ 7 Concentracion (uM) | Letalidad (%)
N __~ /Sn\o

07/ \

R R 1 0

2a R=n-Bu

2 Renou 10 36.67

2c R=Ph

2d R=Cy

2e R=TMST 100 100

Compuesto 2a

Compuesto 2d

Concentracion (uM)

Letalidad (%)

Concentracion (uM)

Letalidad (%)

1 0 1 89.66
10 40 10 100
100 100 100 100

Compuesto 2b

Compuesto 2e

Concentracion (uM)

Letalidad (%)

Concentracion (uM)

Letalidad (%)

1 0 1 0
10 0 10 81.25
100 17.24 100 96.55

A partir del % letalidad, se determinaron las concentraciones a utilizar en el siguiente

cernimiento para calcular la CLsqo.

El compuesto 2b mostro un % letalidad = 17.24% en 100 uM; por lo cual se concluyo

gue su CLso era mayor a 100 uM, por cual solo se realizo el siguiente cernimiento

para los compuestos 2a, c,d y e.

Se realiz6 la metodologia utilizada para el cernimiento primario; las concentraciones
finales a utilizar en cada pocillo se calcularon en 1/4 de logaritmos, las cuales fueron

para cada compuesto:
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2a: 100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM, 17.78 uM, 10 uM, 5.62 uM y 3.16 uM
2c: 100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM, 17.78 uM, 10 uM, 5.62 uM y 3.16 uM
2d: 31.62 uM, 17.78 uM, 10 uM, 5.62 uM y 3.16 uM

2e: 100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM, 17.78 uM, 10 uM, 5.62 uM y 3.16 uM

Se utilizé el mismo sistema de ecuaciones para calcular el % mortalidad y la CLsg
se calculo utilizando Probit como método estadistico, realizando la correspondiente

curva concentracion-respuesta cuantal de cada compuesto.

A2. Procedimiento para ensayo de citotoxicidad por técnica de
sulforrodamina B (SRB)

Los ensayos de actividad citotoxica, se llevaron a cabo en el laboratorio de pruebas
biologicas del Instituto de Quimica, 6rgano dependiente de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM); bajo la direccién de la M. Teresa Ramirez Apan,
utilizando el ensayo de sulforrodamina B (SRB).
Las lineas celulares humanas de cancer utilizadas son las siguientes:

e U-251: glia de sistema nervioso central

e PC-3: prostata

e K-562: leucemia mielégena crénica

e HCT-15: colon

e MCF-7: mama dependiente de estrégenos

e SKLU-1: pulmoén
Las lineas celulares humanas de cancer con las que se trabajo tienen distinto tiempo
de duplicacion y con base a ello se establecio la densidad del indculo. Estas lineas
forman parte del panel NCI (National Cancer Institute, USA) y, se adaptaron al
medio de cultivo RPM1-1640 (Medio Roswell Park Memorial Institute), adicionado
con suero fetal bovino al 10%, una solucion de antibioticos-antimicoticos (100x,

Gibco) al 1% y 2 mM de glutamina.*®
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Tabla A.2.1. Tiempo de duplicacion de las lineas celulares utilizadas

Linea celular Procedencia Tiempo de duplicacion (H) | Células / pozo
U-251 Glioblastoma 25.4 7500
PC-3 Prostata 28.7 7500

Leucemia
K-562 mielqg_énica 19 5000
cronica
HCT-15 Colon 18.1 10000
MCF-7 Mama 25.6 5000
SKLU-1 Pulmén 24.5 10000

Con excepciéon de la linea celular humana de cancer K-562, las restantes se
adhieren a las botellas de cultivo y para cosecharlas se adicion6d 1 ml de tripsina-
EDTA al 0.25%.

Una vez que se desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se les
adicion6 5 ml de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en
suspension se depositaron en tubos cénicos y se sometieron a centrifugacion
durante 2 minutos, una vez formado el paquete celular se adicion6 medio de cultivo
para la resuspension del mismo.

El conteo de células se llevd a cabo en un contador de células BIO-RAD TC20
automatizado, mezclando 10 pL de la suspensién celular con 10 yL de azul de
tripano al 4%, un colorante organico supravital que permite distinguir las células
viables y las no viables.*

El contador proporcioné el nUmero de células viables por ml y de esta manera se
ajusto el volumen de células que se depositaron en 100 uL/pozo a la densidad
referida en lineas anteriores.

Para llevar a cabo los ensayos se utilizaron microplacas de plastico de 96 pozos.
Cada placa se inoculé con dos lineas celulares por triplicado y se preincub6 por 24
horas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO: en el aire y 100% de humedad
relativa. Para realizar un cernimiento primario de los compuestos, se utilizé6 una
concentracion de 1 uM en el pozo y todas las muestras se solubilizaron en sulféxido
de dimetilo (DMSQO) a 20 mM.
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Después de la preparacion de las muestras a probar se agregaron 100 uL de medio
con su respectiva concentracion de compuesto, incubando las microplacas por 48
horas bajo las condiciones de incubacion descritas con anterioridad. Al finalizar el
periodo de incubacion se procedio a la fijacion de los cultivos in situ, afiadiendo 50
uL acido tricloroacético (TCA) frio al 50%, y se incubd durante 60 minutos a 4°C.*°
Una vez concluido el tiempo de incubacién, se deseché el sobrenadante lavando
las placas tres veces con agua destilada, dejandolas secar a temperatura ambiente.
El tefiido de las células fijadas al sustrato del pozo, se realizé agregando a cada
pozo 100 pL de una solucién de sulforrodamina B al 0.4% de acido acético por 30
minutos a temperatura ambiente, la SRB no unida se removid con lavados con acido
acético al 1% y la placa se dejé secar a la interperie durante 24 horas. A las placas
tefidas se les agregdb 100 pyL de wuna solucibn amortiguadora de
(hidroximetil)aminometano (TRIS) de 10 mM y se agitaron durante 10 minutos para
favorecer la disolucion del complejo. Por dltimo, se midio la densidad oOptica (DO)
en un lector de microplacas (BIOTEK) a una longitud de onda de 515 nm.#%:68

Los datos se procesaron obteniéndose el promedio de la DO de los tres pozos por
linea celular humana de cancer tratados con el compuesto (DOt), los tres pozos
tratados con sulfoxido de dimetilo (DOc) y dos pozos testigo, que corresponden a
aquellos que no contienen células, es decir, s6lo medio de cultivo con el compuesto
(DObg). Adicionalmente se manejan tres pozos tratados con DMSO (DOc), y
corresponden a aquellos que no contienen células, pero si el DMSO (DObg). El
porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular (% IC) se calculd con la

ecuacion:*9.63

%IC= 100-(DOt-DObg / DOc-DObg)*100
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A3. Procedimiento de actividad antioxidante por técnica de DPPH

Para cada ensayo se prepar6 en un matraz completamente cubierto en papel
aluminio la solucion del radical libre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH") a 100 uM
en metanol grado analitico. El volumen a preparar depende de la cantidad de
muestras a evaluar y subsiguientemente se transfirié a un frasco &mbar cubierto con

papel aluminio para evitar su rapida degradacion. 6

Para los complejos 2a-e se pesaron entre 1.5-2.0 mg. A partir del peso molecular y
el peso obtenido se hizo la relacion para tener una solucién stock de 500 ul con una
concentracion de 20 mM empleando sulféxido de dimetilo (DMSO) como disolvente.
A partir de la solucién stock se prepararon tres alicuotas de 500 uL con una
concentracion de: 4 uM, 40 uM y 400 uM usando etanol de grado analitico como
disolvente. Una vez preparadas las soluciones, se tomaron tres alicuotas de 50 uL
por triplicado de cada concentracion, las cuales se adicionaron en cada pocillo
(como se muestra en el Esquema 14.3.1) de una placa con 96 pocillos, cada pocillo
esta definido por un nimero 1-12 (columnas) y una letra A-H (filas); donde se les
afadio 150 pl de una disolucion de DPPH 133.33 pM hasta alcanzar una
concentracion de 1 uM, 10 uM y 100 uM de cada disolucion del compuesto y una

disolucion final de DPPH de 100 uM.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T & m m O O W >

200 L EtOH

150 puL EtOH + 150 pL disolucién correspondiente 4 uM, 40 uM, 400 uM

150 puL EtOH + 150 pL disolucién DPPH 100 uM

50 pL disolucion 4 uM + 150 mL disolucion DPPH 133.33 pM = 200 plL de
disolucion final de 1 uM y disolucién final DPPH 100 puM

50 uL disolucién 40 uM + 150 mL disolucion DPPH 133.33 uM = 200 uL de
disolucion final de 10 uM y disolucién final DPPH 100 uM

50 uL disolucién 400 uM + 150 mL disolucion DPPH 133.33 uM = 200 uL de
disolucion final de 100 uM y disolucién final DPPH 100 pM

Esquema A.3.1. Preparacion de las concentraciones a trabajar para cada compuesto para la

determinacion de actividad antioxidante.

Una vez terminado la adicion de las soluciones, incubd la placa a una temperatura
de 37+2°C por 30+2 minutos bajo agitacion constante y completa oscuridad para
evitar la degradacion del DPPH. Se leyeron las absorbancias (DO) a 515 nm en un
lector de microplacas SYNERGY HT de BioTek, tomando como patrén la quercetina

y a-tocoferol.
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Posteriormente se realiz6 un promedio para cada concentracién de un compuesto
y se graficaron los datos en escala logaritmica con fin de determinar un intervalo de
confianza de las concentraciones a trabajar para cada compuesto y poder

determinar la ICso.

A partir de la solucién stock se preparé otra solucién de 500 pL a una concentracion
de 200 uM. A partir de esta concentracion final se hicieron los célculos de las
concentraciones a trabajar, las cuales se calcularon en cuartos de logaritmos
(1/4log) para 200 uL (capacidad con la que se trabaja cada pocillo) afiadiéndole una
disolucion de DPPH 133.33 puM hasta alcanzar el volumen ideal (200 pL). Las

concentraciones a trabajar para cada compuesto fueron:

Compuesto 2a: 562.34 pM, 316.23 uM, 177.83 uM,100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM
Compuesto 2b: 316.23 uM, 177.83 uM,100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM, 17.78 uM
Compuesto 2¢: 562.34 pM, 316.23 pM, 177.83 uM,100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM
Compuesto 2d: 177.83 uM,100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM, 17.78 uM, 10 pM
Compuesto 2e: 177.83 uM,100 uM, 56.23 uM, 31.62 puM, 17.78 uM, 10 uM
a-tocoferol: 100 uM, 56.23 uM, 31.62 uM, 17.78 uM, 10 pM

Quercetina; 31.62 pM, 17.78 uM, 10 uM, 5.62 uM, 3.16 uM

El proceso se realiz6 utilizando la misma metodologia descrita anteriormente, por

triplicado en tres dias diferentes.

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes (n= 3) £
error estandar de la media. Los datos se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) seguida de un aprueba de Dunnett para aislar los grupos con diferencia
significativa. Los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como

diferencia significativa con respecto al control.
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La actividad antioxidante se calcula con la férmula:

% de reduccion = (C-E/C)*100

DPPH se expresa como porcentaje de reduccion en donde:
C= DO de control (DPPH 100 uM)

E= DO del experimental (mezcla DPPH 100 uM + compuesto problema).®°
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15. ANEXO ESPECTROSCOPICO
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