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3. RESUMEN

El presente trabajo comprende la sintesis de compuestos de organoestafio (IV)
tipo base de Schiff derivados de 2-amino-3-hidroxipiridina y salicilaldehidos con
sustituyentes electrodonadores y electroatractores en la posicion cinco para
posteriormente realizar el reemplazo bioisostérico e isostérico del sustituyente en

el anillo aromatico.

Todos los compuestos sintetizados se caracterizaron por conductimetria,
espectroscopia de UV-Vis, infrarroja, resonancia magnética nuclear de 'H, BC y
"93n, asi como espectrometria de masas, y en el caso de los compuestos 1d, 1e,
1h, y 1i se obtuvieron cristales adecuados, por lo tanto, se realizo el

correspondiente estudio de difraccion de rayos-X de monocristal.

Posteriormente, para todos los complejos, se realizo la evaluacion de la toxicidad
utilizando el bioensayo de Artemia salina, determinandose la CLsy (uM), donde el

compuesto 1f mostré la CLsp menor, siendo el compuesto mas toxico de la serie.

También se evalud la actividad citotdxica para los complejos de organoestafio (IV)
hacia tres lineas celulares humanas cancerosas K-562 (leucemia miel6gena
cronica), HCT-15 (colon) y SKLU-1 (pulmon) y una linea celular COS-7 (rifidn de
mono) y se obtuvo la Cls. Después se establecieron relaciones estructura-
actividad cualitativa (SAR) y cuantitativamente (2D-QSAR) en funcion de los

descriptores hidrofébico n de Hansch y estérico Es.

Por ultimo, se llevo a cabo la evaluacion de su actividad antioxidante sobre dos
modelos diferentes, el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) mostrando una actividad prooxidante

para los compuestos 1a-1i.
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4. INTRODUCCION

La quimica inorganica medicinal ha surgido como un campo reciente que cubre el
disefio y la sintesis de nuevos farmacos, basados en el conocimiento relacionado
con la funcién de los metales a nivel celular y molecular. Esta nueva perspectiva
ha permitido el desarrollo de compuestos de coordinacion de metales que actuan
como metalofarmacos con un blanco especifico y aumentando a través de la

coordinacion la posibilidad de alcanzar las dianas celulares y moleculares.”

La introduccidén de iones metalicos o componentes de union a iones metalicos en
un sistema bioloégico para el tratamiento de enfermedades es una de las
principales subdivisiones en el campo de la quimica bioinorganica. Esta
introduccion de iones metalicos en el sistema biolégico humano ha demostrado

ser Util tanto para fines diagnésticos como terapéuticos.”

Los elementos inorganicos desempefian un papel crucial en los procesos
biologicos y biomédicos, y es evidente que muchos compuestos organicos
utilizados en medicina no tienen un modo de accién puramente organico; algunos
estan activados o Dbiotransformados por iones metalicos, incluidas las
metaloenzimas, otros tienen un efecto directo o indirecto sobre el metabolismo de

los canales de calcio.?

En la literatura se tiene informacion sobre los complejos organometalicos los
cuales han mostrado un potencial terapéutico comprobado, mostrando notables
actividades bioldgicas, incluidas entre otras, anticancerigena, antiangiogénico,
inhibidor enzimatico, conjugacion péptido-organometalico, antiparasitaria, antiviral,

antioxidante y antibacteriana.®

Los iones metalicos han jugado un rol importante en el disefio de compuestos
activos controlando la toxicidad o teniendo mayor selectividad del metal a tejidos,
organos o células especificas, un claro ejemplo son los complejos con metales
como Fe, Cu, Zn y Se que se han utilizado como suplementos minerales, el Gd y
Mn para compuestos que actuan como agentes de diagndstico con imagen por

resonancia magneética, el Pt, Au y Bi utilizados en compuestos contra el cancery el

11




Cr ha sido considerado como un micronutriente ya que actua como un activador

de insulina.?

Por otra parte, es conocido que los compuestos de organoestafo y sus derivados
han sido de gran importancia en diversas investigaciones, debido a sus
potenciales actividades biologicas, incluidas antimicrobiana, antituberculosa,
cardiovascular, antiviral, antiparasitaria, antihipertensiva, biocida, antifungica,
antiinflamatoria, antioxidante y citotoxica.* La actividad biologica de los complejos
de organoestano (IV) se ha asociado a la estructura molecular, numero de
coordinacion, a la naturaleza de los grupos organicos unidos al atomo de estafo y

tipo de ligante.

Las bases de Schiff son compuestos que contienen un enlace doble carbono-
nitrogeno (imina o azometina), son ligantes versatiles, debido a su flexibilidad
sintética y estabilidad estructural, son capaces de coordinarse a una variedad de
metales. La actividad biologica de estos compuestos se debe a su excelente
capacidad quelante con metales y se han estudiado extensamente en vista de sus
promisorios perfiles farmacologicos. Ademas, estas fracciones muestran dominio

en el desarrollo de la quimica organometalica.’
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5. ANTECEDENTES
5.1 Quimica inorganica medicinal

La quimica inorganica medicinal es una disciplina de creciente importancia tanto
en la medicina terapéutica como en la diagnostica. Los compuestos inorganicos se
han usado en medicina durante siglos, pero a menudo, con pocos intentos de
hacer un disefio racional de compuestos y con poca o ninguna comprension de las
bases moleculares de su mecanismo de accion. Los principios activos son
moléculas utilizadas como componentes de medicamentos para diagnosticar,
curar, tratar o prevenir enfermedades. La quimica médica implica el aislamiento de
compuestos de la naturaleza o la sintesis de nuevas moléculas, investigaciones de
las relaciones entre la estructura de los compuestos naturales y/o sintéticos y sus
actividades biologicas, elucidaciones de sus interacciones con receptores de
diversos tipos, incluidas las enzimas y el ADN, y la determinacion de sus

propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas.®

A fines de la década de 1960, el descubrimiento y desarrollo del compuesto
antitumoral cis-platino jugd un papel importante en el establecimiento del campo
de la quimica inorganica medicinal, este compuesto y sus alternativas de segunda
generacion: carboplatino y oxaliplatino (Figura 5.1.1.), siguen siendo parte de los
agentes quimioterapéuticos para el cancer, ya sea solos o en combinacion,
mejorando las tasas de supervivencia de los pacientes alrededor del mundo. El
exito del cis-platino ha despertado un gran interés en el desarrollo de nuevos
complejos metalicos para diagnosticar y/o tratar enfermedades de importancia

mundial como la diabetes, Alzheimer y cancer.®

0 H, o
H3N\ -"O N\ ./O
/F.t /Pt\
H:N o H 07Xy
0 2

Figura 5.1.1. Moléculas de carboplatino y oxaliplatino.
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Los elementos inorganicos desempefan papeles cruciales en los procesos
biolégicos y biomédicos debido a que presentan caracteristicas propias como
estados de oxidacion particulares y varias geometrias, es evidente que los
compuestos organicos utilizados en medicina; son activados o biofransformados
por iones metalicos o biomoléculas asociadas a los mismos, incluidas las
metaloenzimas, otros tienen un efecto directo o indirecto sobre el metabolismo de
los iones metalicos. De hecho, muchas proteinas necesitan unirse a uno o mas
iones metalicos para realizar sus funciones (metaloproteinas), ya sea porque el ion
metalico esta involucrado en el mecanismo catalitico o porque estabiliza y/o
determina la proteina terciaria importante para la estructura y funcion. Los iones
metalicos también son cruciales por su distribucion entre los distintos
compartimentos celulares y su incorporacion a las metaloproteinas esta
estrechamente controlada.? El comportamiento de un complejo metalico es
dependiente del entorno en el que se encuentra, entonces predecir y controlar ese
comportamiento es uno de los desafios para avanzar en el disefio racional de los
productos farmacéuticos inorganicos. Por lo que, se necesita disefar agentes
terapéuticos potenciales para lograr aumentar la selectividad hacia: tejidos,
organos o células especificos donde se necesita actividad farmacolégica (Figura
5.1.2.) y disminuir la toxicidad y efectos secundarios. Los iones metalicos pueden
introducirse en un sistema biolégico ya sea por efecto terapéutico o como ayuda
para diagnostico de enfermedades. Alternativamente, estos pueden eliminarse de

un sistema biolégico mediante agentes quelantes. ®®
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Figura 5.1.2. Algunas de las areas de la Quimica Inorganica Medicinal.

Es importante saber qué partes del compuesto activo son esenciales para la
actividad: el metal en si o cualquier otra parte del compuesto. Muchos
metalofarmacos son profarmacos, es decir, no poseen actividad biolégica perse
pero cuando son administrados adquieren actividad biologica por el metabolismo y
se someten a una sustitucion de ligandos y/o reacciones redox antes de que

alcancen el sitio de accién objetivo.8

Un claro ejemplo de profarmacos son los complejos de Pt (IV) como el satraplatino
(Figura 5.1.3.), el cual es activo por via oral y se encuentra en ensayos clinicos de
fase de Ill para el tratamiento de cancer de préstata hormonorrefractario.®
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Figura 5.1.3. Estructura del profarmaco satraplatino.

Actualmente se estan explorando compuestos biolégicamente activos, basados en
distintos metales como posibles farmacos antimicrobianos o anticancerigenos. El
uso de complejos de metales de transicion (Ti, Au, Ag, Cu, Ru, Co, Ni, Zn) como
metalofarmacos ha demostrado que tienen un gran potencial terapéutico debido a
que pueden ayudar a evitar o solucionar los problemas de salud asociados donde
los compuestos de platino juegan un papel muy importante como agentes

terapéuticos.*®

En particular, los complejos organometalicos, ofrecen mucho potencial para la
exploracion como agentes anticancerosos. El dicloruro de titanoceno (Figura
5.1.4.), es un ejemplo de complejo anticancerigeno organometalico, el cual se dejo
de estudiar porque se creia que el fragmento cis (TiCly) reaccionaria con el ADN
de manera similar al cis-platino y conduciria a la formaciéon de enlaces cruzados
multifuncionales que a su vez podrian inducir la apoptosis y la muerte de las
células cancerosas. Sin embargo, el complejo se une solo débilmente a las bases

de ADN y mas fuertemente a los grupos fosfato.®

Figura 5.1.4. Estructura de dicloruro de titanoceno.
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5.2 Importancia de las bases de Schiff

Las bases de Schiff desempefian un papel importante en la quimica de la
coordinacion, incluso a mas de un siglo desde su descubrimiento, ya que poseen
propiedades farmacoldgicas relevantes (antifungica, antivirica, antiparasitaria,

antibacteriana, antiinflamatoria, citotoxica, anti-VIH) (Figura 5.2.1.).942

O»\
N N
O,N \/& O,N N\)*o \(_))L iy o NO,
Nifurzida
\ / N:trofurantma U Nifurtoinol Antibacteriano
Antibacteriano \ Aﬂtlbacter:an/
/U—NOQ
o,N_ O x>
\U/\N \[r JNI\ —_——— Nifuroxazida
Nitrofural (&) R2H Antibacteriano
Antibacteriano OH
Antiprotozoario / ‘ \ 0
. o ,/\s'_‘,z 0
o,N__ 0O NJLO N N»\O 0 *’N_Nﬁ)
=~ - QO,N
2 * . 2
\ N L OzN{)J \)\/ >*CHy \(\j/m-f rti =
; ifurtimox
: Urazoidona \_/ Nifuratel Antiprotozoario
e S Iang Antibacteri tiprotozoario y antifingico
Antiprotozoario MHRRCtE NG i y g

Figura 5.2.1. Farmacos tipo base de Schiff

Las bases de Schiff poseen ese nombre en honor a Hugo Schiff, y son iminas
sustituidas, que se forman a partir de una amina primaria y una cetona o un
aldehido. Estos compuestos son analogos a un aldehido o una cetona en el que
el grupo carbonilo (C=0) es reemplazado por el grupo C=N-R, haciendo que estos
compuestos tengan una formula general para las cetiminas (R'R?)-C=N-R®con el
doble enlace carbono-nitrégeno que caracteriza a las cetiminas, mientras que la
aldimina muestra la formula general R'-CH=N-R?, la cual tiene un grupo azometina

conocido (CH=N), y son conocidas como aldiminas secundarias.’

La sintesis de las bases de Schiff se realiza por medio de la condensacion de un
aldehido o cetona con una amina primaria, donde R puede ser un arilo o alquilo.
(Esquema 5.2.1.).°

17




i 7" I
. . +
R/C\‘R + R NH» R ? R R/C\R H,0
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o Cetona

Esquema 5.2.1. Reaccién general para la formacion de una base de Schiff.

Se consideran ligandos privilegiados y son de los mas utilizados en quimica de
coordinacion debido a que pueden proporcionar complejos con gran diversidad

estructural.

El interés de la sintesis de bases de Schiff ha aumentado con el paso de los afos,
debido a su utilidad en el disefio de nuevos agentes citotoxicos para combatir el

cancer, un importante problema de salud a nivel mundial.

Se ha informado que los complejos de metales basicos (Cu, Sn, Zn, Pt, Al, Ni) de
bases de Schiff derivados del salicilaldehido pueden escindir el ADN. Muchos
compuestos de organoestafio muestran una potente actividad anticancerigena, por
lo que el Instituto Nacional del Cancer (NCI) ha probado alrededor de 2000
compuestos a base de estafio, el mayor numero jamas probado entre complejos
metalicos. En general, la actividad bioquimica de los compuestos de organoestafo
(IV) estd muy influenciada por la estereoquimica del compuesto y el nimero de

coordinacién del atomo de estafio.’

Recientemente, la quimica de los complejos de organoestano (IV) de las bases de
Schiff también se deriva de su importante actividad antitumoral, antimicrobiana,
antioxidante, anticonvulsiva, antihipertensiva, antidepresiva y actividades
antiinflamatorias. Ademas, los complejos de organoestano (IV) de las bases de

Schiff presentan una amplia variedad de posibilidades estructurales.*’
5.3 Estano

El estano es un metal que fue descubierto aproximadamente hace 3500 a.C., su

abundancia de estafio en la superficie de la tierra es de aproximadamente 2 ppm,
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significativamente menor que la de los depdsitos de zinc (94 ppm) y cobre (63

ppm) y se obtiene del mineral de casiterita (SnO5).™

Este metal se encuentra en el grupo 14 de la tabla periddica, con la configuracion
electronica [Kr] 4d’° 5s? 5p% su estado de valencia principal es Sn (IV), aunque
para la mayoria de los compuestos inorganicos es mas comun Sn (ll).Las

propiedades de este metal se observan en la tabla 5.3.1.

Tabla 5.3.1. Propiedades fisicas y quimicas del estafio.

Propiedad Valor
Numero atémico 50

Masa atomica 118.710

Punto de fusion 232 °C

Punto de ebullicion 2625 °C
Densidad (estafio blanco) 5.769 gcm™
Densidad (estafio gris) 7.280gcm™
Electronegatividad 1.96 (Pauling)

Radio atémico (distancia que

existe entre le nucleo y el

1.45 pm
orbital mas externo de un
atomo)
Radio covalente (Es la mitad
de la distancia entre dos
1.41 pm

atomos iguales que forman

un enlace covalente)

En la tabla 5.3.2 se muestran los 10 isétopos estables disponibles del estafio, el
cual es el numero maximo de isétopos que puede poseer cualquier elemento, y
gracias a esto nos da como resultado espectros de masas muy caracteristicos.
Los isétopos "'"Sn y "°Sn, cada uno con espin % por lo que son magnéticamente

activos, tienen abundancia alta natural, y por lo tanto son utiles para RMN.

19




Tabla 5.3.2. Isétopos de estano.

Isétopo Masa Abundancia (%) Spin
112 111.90494 0.95 0
114 113.90296 0.65 0
115 114.90353 0.34 Vs
116 115.90211 14.24 0
117 116.90306 7.57 Ya
118 117.90179 24.01 0
119 118.90339 8.58 Y2
120 119.90213 32.97 0
122 121.90341 417 0
124 123.90524 5.98 0

El estafio inorganico lo podemos encontrar en dentrificos, perfumes, jabones,
colorantes, aditivos para alimentos y en tinturas. Al combinarlo y formar
compuestos organometalicos se usan para fabricar plasticos, desinfectantes,
fungicidas, caferias de plastico (PVC), plaguicidas, biocidas industriales,
catalizadores industriales, preservativos para madera y sustancias para repeler

ratones y ratas.®

El estafio metalico no es muy téxico debido a que es pobremente absorbido en el
tracto gastrointestinal. Los estudios de seres humanos y animales han demostrado
que la ingestion de grandes cantidades de compuestos inorganicos de estafno
puede producir dolores de estomago, anemia, alteraciones del higado y los
rinones. Respirar o tragar ciertos compuestos organicos de estaino (por ejemplo,
trimetilestafio y trietilestafio) puede interferir con el funcionamiento del sistema
nervioso y el cerebro, en casos graves, puede causar la muerte. Otros
compuestos organicos de estano (por ejemplo, dibutilestafio y tributilestano)
afectan el sistema inmunitario en animales, pero esto no se ha evaluado en seres
humanos. Sin embargo, no hay ninguna evidencia de que el estaio o los
compuestos de estafio produzcan cancer en seres humanos y los estudios en

animales han sido negativos. En general, se sabe que los compuestos
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organometalicos de estafio aumentan su toxicidad de acuerdo con el numero de

sustituyentes organicos unidos al metal y la longitud de las cadenas.
5.3.1 Mecanismo de accién de los compuestos de organoestaino

Un factor muy importante para el mecanismo de acciéon de los compuestos de
organoestano es la lipofilicidad, asi como su solubilidad en agua, la cual disminuye
al aumentar el numero y la longitud del sustituyente organico unido al atomo de
estano. Este tipo de compuestos tienen una gran capacidad de atravesar la
membrana bioldgica, lo cual permite penetrar facilmente al interior de las células e
interactua con la membrana celular para asi aumentar la concentracion de iones
Ca?*. Tanto el dafio oxidativo como el aumento de la concentracion de iones calcio
en el interior de la célula son las principales causas de apoptosis. El dafio
oxidativo es el que genera especies reactivas de oxigeno (ROS) y produce
apoptosis por una ruptura nuclear y fragmentacion del ADN. El numero de
coordinacion y la naturaleza de los grupos unidos al atomo de estafio son factores
que determinan la capacidad de union de este tipo de compuestos con el ADN.
Otro factor en el que influyen es en la sintesis de macromoléculas, inhibicion de la

replicacion de ADN, asi como en la sintesis de proteinas.

Particularmente, los complejos de organoestafio (IV) generan dafio al ADN por
medio de la union especifica a los grupos fosfato generando un cambio
conformacional en el mismo. Por lo tanto, el fragmento organico (R), el ligante (L),
el numero de atomos de estafio y el numero de coordinacion tienen influencia en

la accién antiproliferativa de los compuestos hacia células cancerosas.'?®

5.3.2 Aplicaciones de los compuestos de organoestaio.

El primer compuesto de organoestano, diyoduro de dietilestano, fue sintetizado por
Frankland en 1849 por reaccion de yoduro de etilo con estafio metalico, y este

evento se tomd como el comienzo de la sintesis de compuestos de organoestano.
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La primera aplicacién de los compuestos de organoestafio fue aproximadamente
en 1943, cuando estos fueron usados por primera vez en la estabilizacién de PVC
y otra variedad fue utilizada en aplicaciones industriales y bioldgicas.®

El estudio de los complejos organometalicos de Sn (IV) se fundamenta en las
estructuras novedosas que son capaces de formar, con diversos ligantes como
hidrazonas, carbazonas, tiosemicarbazonas, carboxilatos, aminoacidos
(fenilalanina, isoleucina, tirosina, triptéfano, histidina, glutamina, asparagina, serina
y treonina), iminas, ligantes fisiologicamente activos, etcétera y a la actividad

bioldgica principalmente antibacteriana, antifingica y antivirales.*

Dado el gran numero de ejemplos que se presentan en la literatura, solo se
presentaran a continuacion algunos ejemplos representativos de complejos de

diorganoestano.

Uno de los hallazgos mas interesantes es el complejo tributilestafio (V) formado
por sulfuro de lupinina y el monoanion del acido de fumarico (Figura 5.3.2.1), el
cual inhibe tanto la leucemia mielomonocitica murina P388 como el melanoma

B16-F10, el cual es implantado subcutaneamente en ratones BDF1 8

Figura 5.3.2.1. Estructura del complejo fumarato de hidrogeno lupinilsulfuro de tri-n-butilestafio
(V).

Como anteriormente se menciond, la inhibicidn de la sintesis macromolecular, el
metabolismo de la energia mitocondrial y la reduccion de la sintesis de ADN, asi

como la interaccion directa con la membrana celular, se han relacionado con la
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citotoxicidad inducida por organoestafno. El dafo oxidativo y el aumento de la
concentracion de iones de calcio intracelulares parecen ser los principales factores
que contribuyen a la apoptosis inducida por triorganoestaiio en muchas lineas

celulares.?

También se tienen registros en la literatura que los complejos derivados de
piridoxamina y salicilaldehidos sustituidos (Figura 5.3.2.2) tienen actividad
citotoxica en lineas celulares humanas de cancer como K-562 (leucemia
mieldégena cronica), PC-3 (prostata), MDA-MB-251 (mama no dependiente de
estrégenos), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama dependiente de estrégenos), siendo
en las lineas celulares HCT-15 y MCF-7 en las que se obtuvo una actividad

citotéxica mayor al cis-platino, usado como referencia.™

laR=H 1dR=I 19 R= NO;
1bR=C| 1eR=CHz 1hR=t-Bu
1cR=Br 1fR=0CH;

Figura 5.3.2.2. Compuestos derivados de piridoxal y salicilaldehido activos frente a lineas celulares
como HCT-15y MCF-7.

Por otra parte, existe una gran variedad de organoestananos con importante
actividad antiviral, los cuales poseen una mayor potencia que farmacos antivirales
como lo son citarabina y vidarabina pero presentan menor potencia que aciclovir y
5-yodo-2-desoxiuridina. Para ejemplificar esta aplicacién, los siguientes
compuestos organoestaio poseen posibles propiedades antivirales, los cuales han
demostrado una importante actividad contra el virus del herpes simple HSV-1 y
HSV-2, mas frecuentes en la poblacién. En la figura 5.3.2.3 se muestran este tipo

de compuestos poliméricos. '
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Figura 5.3.2.3. Compuestos poliméricos de organoestananos con actividad antiviral en herpes
simple tipo HSV-1 y HSV-2, donde R=Et o Ph y todos los casos R representa la extensién de la

cadena.

Otro ejemplo de compuestos de organoestananos con actividad bioldgica son los
derivados de la L-Dopa (Figura 5.3.2.4.), los cuales poseen actividad citotoxica
frente a lineas celulares como U-251 (Glioblastoma), K-562 (Leucemia), MCF-7
(mama no dependiente de estrogenos) y HCT-15 (colon), siendo moléculas

promisorias para ser agentes antioxidantes y citotoxicos. ™+

4 a-h
R= OCHj (a), OH (b), CH; (c), H (d), | (e), Br (f), Cl (g), NO; (h)

Figura 5.3.2.4. Compuestos organoestananos derivados de la L-Dopa.

De igual manera, los complejos sintetizados a partir de o-aminofenoles sustituidos
y salicilaldehido (Figura 5.3.2.5) poseen la misma actividad citotéxica frente a las

lineas celulares U-251, MCF-7 y SKLU-1 aunque la concentracién inhibitoria (Clsp)
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fueron menos citotéxicas comparando con el cis-platino (referencia), obteniendo
que el compuesto 4b fue el mas potente frente a las dos primeras lineas celulares,
mientras que el compuesto 4f mostré la mejor actividad la linea celular SKLU-1,
mostrando que los niveles de actividad citotoxica estan relacionados con el grupo

fenilo unido al atomo de estafio.

4

a b ¢ d e f g
'R HMe H NO, H Cl C(CHy)y
R HH Me H NO,H H

Figura 5.3.2.5. Complejos complejos de o-aminofenol-salicilaldehido de difenilestafo (1V).

Otro tipo de complejos de organoestarno (IV) con la misma actividad citotoxica son
los complejos obtenidos a partir de o-aminofenoles sustituidos y 3,5-
diclorosalicilaldehido tipo base de Schiff (Figura 5.3.2.6), los cuales exhibieron
actividad significativa en las lineas celulares cancerosas humanas MCF-7 (mama),
Colon-205 (colon), NCI-H460 (carcinoma de pulmén), HelLa (cancer cérvico-
uterino) y HepG2 (Hepatocarcinoma caucasico) en comparacién con el
carboplatino por lo que estos complejos pueden ser grandes candidatos
potenciales en la terapia contra el cancer donde el grupo butilo unido al atomo de

estafio mejoré la actividad citotéxica.'®
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Cs:R'= -NOj, R=-n-Bu

Figura 5.3.2.6.Complejos basados en o-aminofenol y salicilaldehido sustituidos de organoestafo
(IV) tipo base de Schiff.

Otro campo medicinal en el cual se tienen registros de la aplicacion de
compuestos con estafio es en la Cardiologia, ya que se han estudiado los efectos
cardiovasculares de los compuestos de organoestafno derivados de L-prolina
(Figura 5.3.2.7), como la hipertension. Debido a que este tipo de compuestos
interfieren en el sistema cardiovascular, ya que causan la disminucion de la

presion arterial y la frecuencia cardiaca. El proceso se ha asociado con un efecto

inhibidor sobre la oclusion carotidea sin influir en la respuesta de noradrenalina. "’
R

Y"O\%/Om R’

HNH(J/‘\J"’*NH
R

[RaSn(HL)a]

Figura 5.3.2.7. Complejos de di-n-butil y difenilestafio derivados de L-prolina.

La actividad antibacteriana también ha sido estudiada en los compuestos
organometalicos de estafio, como lo son los compuestos de organoestafio (1V) tipo
base de Schiff tridentada derivados de 2-amino-3-hidroxipiridina (Figura 5.3.2.8),
los cuales han mostrado una importante actividad frente a diferentes cepas

bacterianas Gram positivas (Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus) y Gram
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negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), incluso una mayor

actividad inhibitoria que vancomicina, colistina, &cido nalidixico y eritromicina. '

MeO o—H

Figura 5.3.2.8. Estructura de ligantes tipo base de Schiff derivados de 2-amino-3-hidroxipiridina

para la sintesis de SnPh,L, y SnPh,L,,.

Otro ejemplo claro de la actividad antibacterial y antifungica que poseen los
complejos de organoestaino, son los complejos de dimetilestafio (IV) tipo base de
Schiff con atomos donadores de pares electronicos donantes tipo ONO (Figura
5.3.2.9), como el Me,SnLs,el cual se encontrd efectivo contra cepas bacterianas y
mostré una mayor actividad contra Staphylococcus aureus que el farmaco de
eleccion, gentamicina. De igual manera, los complejos exhibieron actividad
antifungica contra Aspergillus spp, por lo que el cambio del sustituyente en el

ligante puede conducir a una mayor actividad biolc'>gica.19
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Figura 5.3.2.9 Complejos de dimetilestafio (1V) tipo base de Schiff con sustituyentes tipo

donadores y atractores.

5.4 Reemplazo bioisostérico e isostérico como estrategia de optimizaciéon de

principios activos.

La industria farmacéutica tiene una necesidad continua de medicamentos nuevos
y seguros con un beneficio biomédico genuino, una posicion de propiedad
intelectual (IP) y viabilidad comercial. La modificacion estructural de un modelo
tiene como objetivo optimizar su actividad bioldgica principal, con el fin de crear
farmacos mas selectivos y menos toxicos, con mejor farmacocinética por

problemas de solubilidad y/o estabilidad.?

Las propiedades similares entre farmacos (me too) y la capacidad de union por
medio de enlaces quimicos también son esenciales para el desarrollo sin
problemas de los principios activos. La introduccion de bioisdsteros, es una
estrategia clave utilizada por los quimicos farmacéuticos durante el proceso de

optimizacion de ciertos compuestos.?’

El concepto de isosterismo, originalmente fue contemplado por James Moir en
1909, quien tenia una nocion aun mas refinada por la ley de desplazamiento de
hidruros de H. G. Grimm, la cual describe la similitud entre grupos que tienen el
mismo numero de electrones de valencia, pero diferentes numeros de atomos.

Irving Langmuir, quién también acufi6 el término isostero para describir la similitud
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de las moléculas de iones que tienen el mismo numero de atomos y electrones de

valencia, por ejemplo, O, F y Ne (Tabla 5.4.1).%

Tabla 5.4.1. Ejemplos de isosterismo clasico.

Isosterismo clasico

Atomos y grupos | Atomos y grupos | Atomos y grupos | Atomos y grupos Anillos

univalentes bivalentes trivalentes tetravalentes equivalentes
O, CO.R,
F, OH, =H, I, Br, | -CH=CH-, =CH-,
t CO°R,Se, | -N=,-CH=,-P=, |
NH2, PH2, BU, —C— —_ol— _O_’ -S-, _CHZ_’
i COCH,R, CH, -As= | I
Pr, Me, Cl ’ -NH-, =N-,
CONHR, -NH-

El término bioisdstero o isosterismo no clasico fue introducido por Harris Friedman
en 1950, quien lo defini6 como grupos funcionales o moléculas que tienen
similitudes quimicas y fisicas que ejercen un efecto agonista o antagonista, pero
sin cumplir con todos los requerimientos del isosterismo.?? Con base a lo anterior
se puede establecer si existe una relacidon ente la estructura y la actividad
biolégica, denominada SAR y si existe una tendencia se debe explorar si es
posible plantear que dicha relacion es cuantitativa, conocida como QSAR

(Quantitative Structure-Activity Relationship).

La introduccion de los bioisésteros a menudo introduce cambios estructurales que
pueden afectarla distribucion, el tamafo, angulos de enlace o hibridacion,
distribucion electronica (polaridad, efectos inductivos, carga), la lipofilicidad,
solubilidad, reactividad quimica, formacion de puentes de hidrogeno y el pka,
propiedades importantes en el reconocimiento molecular y el mimetismo (en
particular para agentes farmacodinamicos). La utilidad establecida de los
bioisoésteros tiene como objetivo aumentar la potencia y selectividad, modificando
las propiedades fisicoquimicas, reduciendo o redireccionando el metabolismo,
eliminando o modificando los toxicoforos y adquiriendo una propiedad intelectual

novedosa.?
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El bioisosterismo H-F, es el reemplazo bioisostérico mas utilizado en el disefio de
farmacos y se basa en que ambos atomos tienen un tamafo parecido (Figura
5.4.1). Por esta misma razon son isosteros CH; y CF3, también se consideran
isésteros los grupos -CF,- y -O- debido a su similitud en caracteristicas

electronicas. 2

0

HN HNT
OA\N O)\N
H H

Uracilo 5-Fluorouracilo

F

Figura 5.4.1. Isosterismo H-F, el 5-Fluorouracilo es un antitumoral por antagonismo hacia

uracilo.

5.4.1 Aplicaciones del bioisosterismo en el disefio de farmacos

Las propiedades unicas del fluor han llevado a su aplicacién generalizada en el
disefio de farmacos como bioiséstero para el hidrégeno, ya que la incorporacion
de este halégeno puede modular de manera benéfica propiedades de interés para

los quimicos farmacéuticos.??

Una de las aplicaciones del reemplazo bioisostérico de H por F es el bloqueo
metabdlico, una tactica que se basa en la propiedad de atraccion de electrones de
F y la fuerza del enlace C-F que es aproximadamente 108 kcal/mol, el cual es el
mas fuerte conocido entre C y cualquier otro atomo, esto hace que el enlace C-F

sea quimicamente inerte en la mayoria de las condiciones biolégicas.?

Un ejemplo de lo anterior fue el desarrollo y optimizacion de ezetemiba,
comercializado como Zetia ®, donde la introduccion de dos atomos de fluor fue un

paso importante hacia la estabilidad metabdlica (Figura 5.4.1.1).22
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OCH;

Figura 5.4.1.1.Compuestos bioisdsteros donde al agregar atomos de flior mejora su eficacia.
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6. JUSTIFICACION

Diversos trabajos han dado a conocer las potenciales aplicaciones de compuestos

nuevos basados en la funcion de los metales a nivel celular y molecular.

En la literatura se tiene informacion sobre los complejos organometalicos los
cuales han mostrado un potencial terapéutico comprobado, notables actividades
biolégicas, incluidas entre otras, anticancerigena, antiangiogénica, inhibidor
enzimatico, conjugacion péptido-organometalico, antiparasitaria, antiviral,

antioxidante y antibacteriana.

La actividad biolégica de estos compuestos se debe a que son considerados como
ligantes versatiles debido a su flexibilidad sintética y estabilidad estructural y, por
lo tanto, se estan estudiando extensamente en vista de sus promisorios perfiles

farmacologicos.

Los complejos de organoestafio han presentado diferentes tipos de actividades
bioldgicas, entre las que destacan la actividad citotoxica.Las bases de Schiff
contienen atomos donadores de pares electronicos, entre los que se encuentranO,
Ny que de igual manera, las hacen biolégicamente activas, debido a que

pueden mejorar propiedades fisicoquimicas de los complejos.
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7. OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo realizar la sintesis de compuestos de
organoestano (IV) derivados de 2-amino-3-hidroxipiridina y salicilaldehidos
sustituidos en la posicion cinco con sustituyentes electrodonadores vy
electroatractores, mediante una reaccion multicomponente, y posteriormente

determinar su potencial actividad téxica, citotoxica y antioxidante.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Llevar a cabo la sintesis de complejos organometalicos de estafio a partir
de 2-amino-3-hidroxipiridina y salicilaldehidos sustituidos mediante una
reaccion multicomponente, con el propdsito de evaluar la influencia del

sustituyente en la posible respuesta bioldgica.

¢ Realizar la caracterizacion de los compuestos propuestos mediante
conductividad, espectroscopia electronica (UV-Vis), infrarroja, resonancia
magnética nuclear de 'H, *C y "'°Sn, asi como espectrometria de masas, y
en caso de obtener cristales adecuados, realizar el correspondiente estudio

difraccion de rayos-X de monocristal.

¢ Determinar la posible actividad téxica de los complejos obtenidos derivados

de 2-amino-3-hidroxipiridina en el modelo de Artemia salina y obtener CLs.

¢ Determinar la posible actividad citotoxica de los compuestos sintetizados
hacia las lineas celulares humanas de cancer K-562 (leucemia mieloide
multiple), HCT-15 (colon), SKLU-1 (pulmén) y COS-7 (la linea celular sana
de riidn de mono) y obtener Clsp de los compuestos anteriormente

mencionados.
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¢+ Establecer la posible relacion estructura-actividad (SAR), evaluando el
isosterismo presente y la estructura-actividad cuantitativa bidimensional
(2D-QSAR), evaluando el efecto del reemplazo isostérico y bioisostérico en

los complejos de 2-amino-3-hidroxipiridina.

¢ Evaluar la actividad antioxidante mediante dos ensayos, el primero de
especies reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS) y el segundo con la
técnica 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de los compuestos de
diorganoestafio  (IV) derivados de  2-amino-3-hidroxipiridina vy

salicilaldehidos sustituidos.
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9. HIPOTESIS

De acuerdo con lo descrito en la literatura la reaccién de oxido de estafo (V) con
salicilaldehidos sustituidos y 2-amino-3-hidroxipiridina origina la formaciéon de
especies de coordinacidon de los complejos de estano (IV), dado que se sabe de la
actividad biolégica asociada a los complejos organometalicos de estafio es de
esperar que los complejos sintetizados presenten actividad biologica, y que esta
sea influenciada por el sustituyente que se encuentra unido al anillo aromatico del

residuo de salicilaldehido.
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10.RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Sintesis de los complejos de diorganoestaio (IV) tipo base de Shiff

derivados de 2-amino-3-hidroxipiridina.

Se realizé la sintesis de nueve complejos de difenilestafio (IV) mediante una
reacciéon multicomponente, haciendo reaccionar 6xido de difenilestano, 2-amino-3-
hidroxipiridina y el correspondiente salicilaldehido sustituido en posicidn cinco en
relacion estequiométrica (1:1:1), utilizando una mezcla tolueno:metanol (80:20)
como disolvente (Esquema 10.1.1). La mezcla de reaccién se calentd a reflujo por
dieciséis horas, para después eliminar el disolvente a presién reducida y asi
obtener los complejos como solidos amorfos color café rojizo, con rendimientos
entre 34-88%. (Tabla10.1.1)

@)

H (C )SI R
2 AN 6H52 O \ITI \ /

__ Tol:MeOH

OH HO (80:20) Og\\S”zo

1aR=H 1dR= OCH;1g R=Br
1bR=CH;1eR=F  1hR=|
1cR=t-Bu 1fR=Cl  1iR=NO,

Esquema 10.1.1. Sintesis de los compuestos de difenilestario (1V).

Tabla10.1.1. Propiedades fisicas de los complejos obtenidos.

Rendimiento Rendimiento
Compuesto Color Trus(°C) Compuesto Color Trus(°C)
(%) (%)

1a 88 Cafe 186-188 1f 59 Café 189-191
1b 79 Café 118-120 19 59 Naranja 179-181
1c 37 Naranja 68-70 1h 67 Rojo 190-192
1d 57 Naranja | 198-200 1i 83 Café 204-206
1e 34 Café 187-189




10.2 Caracterizacion espectroscopica de complejos
10.2.1 Conductividad molar

La determinacion de conductividad molar de los complejos 1a-1i se realiz6
utilizando metanol anhidro como disolvente. Los valores de conductividad para
todos los complejos 1a-1i fue de 0.0 ohm™ c¢cm? mol™” indicando su naturaleza no
electrolitica, debido a que se utilizé yoduro de tetrabutilamonio como referencia, el
cual presenta un valor de conductividad de 88 ohm™ cm? mol™, por lo tanto las
soluciones que contienen los compuestos organometalicos de estafio se

consideran compuestos no electrolitos.?*
10.2.2 Caracterizacion por espectroscopia UV-Vis

El espectro de absorcién UV-visible de los compuestos se obtuvo utilizando
metanol anhidro como disolvente. En el espectro electrénico de los complejos 1a-
1i se observaron cuatro bandas en las regiones comprendidas entre 218-226 nm
(49016-116309) y 282-289 nm (9673-33530) para la transiciéon n-n* (aromatico),
correspondiente a los anillos aromaticos que se encuentran presentes en cada
molécula, asimismo, la transicion n-7* (C=N) se observo en la regibn comprendida
entre 324-381 (7534-22555) nm y para la transicion n-n* (C=N) en 421-461 (6557-

40738) nm, la cual representa los electrones libres del N iminico.*

Como ejemplo de lo anterior se presenta el espectro electronico del complejo 1h
(Figura 10.2.2.1). Finalmente, en la tabla 10.2.2.1 se encuentran las transiciones

electronicas de los compuestos 1a-1i.
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Tabla 10.2.2.1. Absorciones representativas (nm) en el espectro UV-Vis de los compuestos 1a-1i.

Compuesto | n-n* (C=N) (nm/g) | n-n* (C=N) (nm/g) | n-n* (Aromatico) (nm/g)
1a 439 (10743) 371 (5627) 284 (9069)
1b 441 (11952) 378 (7534) 287 (11301)
1c 440 (9999) 376 (6278) 288 (9394)
1d 461 (9487) 370 (7394) 289 (9673)
1e 443 (8045) 377 (4232) 284 (7627)
1f 443 (25624) 378 (14045) 285 (25020)
19 440 (14231) 377 (7999) 285 (14091)
1h 451 (40738) 380 (22555) 285 (33530)
1i 421 (6557) 324 (10510) 282 (11208)

N—
R
o ?SHED
1aR=H 1dR=0CH; 1gR=Br
1bR=CH; 1eR=F 1thR=1
1c R=t-Bu 1fR=Cl 1i R= NO,
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Figura 10.2.2.1. Espectro de UV-visible para el complejo 1h.

10.2.3 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Los espectros de IR se obtuvieron por medio de la técnica de pastilla de bromuro

de potasio (KBr).

En el espectro infrarrojo para los complejos 1a-1i se observd una banda intensa

atribuible a la vibracién v(C=N) en un intervalo comprendido entre 1590-1656 cm™".

Evidencia de la formacién de los complejos es la ausencia de la banda de la
vibracion correspondiente al fenol (OH) y la presencia de la banda C-O en 1200
cm™', asi como la aparicidn de las bandas debidas a las vibraciones v(Sn-C) que
entre 694-697 cm™, v(Sn-N) 443-446 cm™y v(Sn-O) se observo en la regiéon 524-
544 cm™. Como ejemplo de lo anterior en la Figura 10.2.3.1 se presenta el

espectro del complejo 1h.

Para los complejos 1e, 1f y 1g se observaron las bandas debidas a la vibracion
V(C-Farom), V(C-Clarom) ¥ V(C-Brarom) €n 1205 cm™, 1071 cm™ y 1070 cm™, para las
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vibraciones v(C-larom), V(C-NO2arom) Y V(C-OCHsarom) €n 1069 cm™, 1500 cm™ y
1036 cm™ y finalmente para las vibraciones v(C-CHsarom) ¥ V(C-t-butilarom) €n 2919
cm™ y 2864 cm™. En la Tabla 10.2.3.1 se resumen las vibraciones representativas
de los complejos 1a-1i.

Tabla 10.2.3.1. Absorciones representativas en el espectro de IR de los compuestos 1a-i.

Complejo WSn-C) | v(Sn-0) | »(Sn-N) »(C=N)
1a 694 533 443 1603
1b 696 540 446 1620
1c 696 524 444 1656
1d 695 535 443 1623
1e 696 534 445 1624
1f 697 534 444 1606
1g 696 533 444 1599
1h 694 531 443 1590
1i 692 544 443 1596

N—
R
SN0

1aR=H 1d R=0QCH; 19 R=Br
1bR=CH; 1eR=F ThR=1
1c R=t-Bu 1fR=Cl 1i R=NO;
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Figura 10.2.3.1.Espectro de infrarrojo (KBr) del complejo 1h.

10.2.4 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear.

10.2.4.1 Caracterizacién por RMN de 'H de los complejos derivados de 2-

amino-3-hidroxipiridina, salicilaldehido sustituido en la posicidn cinco y

difenilestano (IV).

Para los complejos 1a-1i en el espectro de RMN 'H se observaron las sefiales y

multiplicidades esperadas para cada uno de los complejos. Una sefal simple que

corresponde al proton iminico (H-7) en un intervalo de 69.32 a 9.57, en la cual se

pudieron observar la presencia de las sefales satélites correspondientes al

acoplamiento 3J(*H-""""73n), permitiendo determinar el valor de las constantes de

acoplamiento de 24 a 55 Hz confirmando la presencia del enlace de coordinacién

Sn-N en la serie de compuestos 1a-1i, lo que implica que de acuerdo a la
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literatura, el atomo de estafo se encuentra en posicion E en relacién al protén

iminico. %°

En la regidn aromatica fue posible diferenciar con claridad las sefiales
correspondientes al anillo piridinico y el fendoxido con las multiplicidades
esperadas, mismas que se presentan en la tabla 10.2.4.1.1. Por ejemplo para el
complejo 1h (Figura 10.2.4.1.1), las sehales correspondientes a la region
aromatica se observaron como una sefal multiple en 7.22-7.32, y el protdn
iminico H-7 en 7.79 ppm que se encuentra a tres enlaces de distancia con el
centro metalico y presentd una constante de acoplamiento de 55 Hz. Para el
protébn H-o, correspondiente a los grupos fenilo unidos al atomo de estafo, se
observo una sefial doble de dobles con un desplazamiento quimico de 7.60 ppm,
mientras que para los protones H-m y H-p se observo una sefial multiple en el
intervalo 67.22-7.32, respectivamente, la asignacion se corroboré con ayuda del
espectro bidimensional COSY. En la tabla 10.2.4.1.1 se resumen los
desplazamientos quimicos para los compuestos 1a-1i, los cuales mostraron

multiplicidades similares a las descritas para 1h.
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Tabla 10.2.4.1.1.Caracterizacion por RMN de 'H para los complejos 1a-1i.

Compuesto 1a 1b 1c 1d 1e 1f 19 1h 1i
6.95, dd,
g 6.94, d, 6.87, d, 6.91, d, 6.87, d, ey 6.86, d, 6.89, d, 6.77, d, 7.02, d,
J=8.41Hz | J=8.41Hz | J=6.01Hz | J=9.02 Hz J=9' e HZ’ J=9.01Hz | J=9.01Hz | J=9.02Hz | J=9.31 Hz
7.47, ddd
P 7.45, dd, 7.43, dd, 7.53, dd, 7.65, dd, 8.22, dd,
H-3 j:l'gg EZ‘ JZ'7425‘|1_'| 726734 | 1330 Hz, 722737, | 300 Hz, | J=2.70Hz, | J=2.40 Hz, | J=2.7 Hz,
—1ouihz, | JEfA0 2 m J=9.31 Hz m J=9.01Hz | J=9.01Hz | J=8.72Hz | J=9.3 Hz
J=7.21 Hz
6.78, m,
H-4 J=6.91 Hz ) : ) : : ) : )
7.63, dd, 7.64, dd, 7.60, dd, 7.79, dd,
H-5 7.62-7.66, m | J=7.39 Hz, | J=6.01 Hz, 7'15;;'35’ J=2.10 Hz, | J=1.80 Hz, JZ'ZQ%"’_'IZ JS'2011 67—’|z JSZ%‘LZ
J=7.51Hz | J=9.01 Hz J=7.81Hz | J=4.80 Hz : : :
945, s 943, s 9.39, s 9.38, s 9.57, s
9.41, 9.35, s, Dy Ry N 9.36, s, Ry 9.32, s, DAY
H-7 e | ama | 2R J=28.55 J=27.54 i J=27.34 e J=24.94
Hz Hz Hz Hz Hz
7.77, 7.77, dd, 7.77, dd, 7.77, dd, 7.78, dd, 7.79, dd, 7.79,dd, 7.79, dd, 78 d
H-9 dJ=15Hz, | J=12Hz, | J=3.00Hz, | J=1.50Hz, | J=18Hz, | J=1.80Hz, | J=1.80Hz, | J=150Hz, | "
J=4.2 Hz J=42Hz | J=6.01Hz | J=4.20Hz | J=4.2Hz J=420Hz | J=4.20Hz | J=4.20 Hz :
7.64, dd,
o 7.03.7.35, m 7.15;.35, 7.26’-7:.34, 421,50 He, 7.22’-;.37, 7.22.7.34 m 7.22;.33, 7.22’-7:.32, 7.17;.41,
J=7.51 Hz
HA1 7.03.7.35, m 7.157.35, | 7.26:7.34, | 7.15-7.35, | 7.22:7.37, | ., o o 4 m 7.22-7.33, | 7.22-7.32, | 7.17-7.41,
m m m m m m m
H-25 = 2.22,s = 3.74, s - - - - -
H-26, H-27,
.28 - - 1.28, s - - - - - -
o 7.60, dd, 7.64, dd, 7.60, dd, 7.60, dd, sz(‘)lbd:’z 7.60, dd, 7\',‘3(;’ :g’
H-o 7.62-7.66,m | m' | J=6.01 Hz, | J=1.50 Hz, | J=1.54 Hz, | J=2.10 Hz, J: 7‘ o Hz’ J=2.10 Hz, _Hi
J=9.01Hz | J=4.20Hz | J=4.12Hz | J=7.51Hz - J=7.50 Hz ’
J=7.51 Hz
Hem 7.03-7.35, m 7.157.35, | 7.267.34, | 701737, | 7.22737, | 5 oo 4m | 722733 7.22-7.32. | 7.17-7.41,
m m m m m m
Hep 7.03-7.35, m 7.15-7.35, | 7.267.34, | 7.117.37, | 7.22.7.37, |, oo 4 m | 722733 7.22-7.32, | 7.17-7.41,
m m m m m m
3J(1H-
119’"7Sn) 29 Hz 29 Hz 24 Hz 24 Hz 28 Hz 55 Hz 27Hz 55 Hz 25 Hz

laR=H 1dR=0CH; 1gR=Br
1bR=CH; 1eR=F 1hR=|
1c R={-Bu 1fR=C| 1i R= NO,
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Figura10.2.4.1.1. Espectro de RMN de 'H (300.52 MHz, DMSOQ) para el complejo 1h.

10.2.4.2 Caracterizacion por RMN de "C de los complejos derivados de 2-
amino-3-hidroxipiridina, salicilaldehido sustituido en la posicion cinco y

difenilestano (1V).

La asignacion de los espectros de RMN de C para los compuestos 1a-1i se
realizé6 mediante técnicas tanto monodimensionales como bidimensionales (DEPT-
135, HSQC y HMBC).

En la region aromatica para los compuestos 1a-1i se observaron 16 sefiales
debidas a los carbonos pertenecientes tanto al anillo aromatico, como al piridinico
y a los grupos fenilo unidos al atomo de estafno, asimismo, el C-1 en todos los

compuestos presentd las correspondientes sefales en la region comprendida
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entre 6164.5-174.0 y en el intervalo de 6153.5-154.2 se observo el C-12.
Finalmente, la sefial del carbono iminico (C-7) se ubicé en el intervalo
comprendido entre 6159.0 a 169.3.

Ademas, se determinaron las constantes de acoplamiento 2J("*C-"'°Sn) en los
complejos 1a-1i obtenidos a partir de 2-amino-3-hidroxipiridina lo que permitié
determinar el valor de la constante de acoplamiento C-o con el atomo de estano;

la cual se encuentra en el intervalo 53-135 Hz.

El complejo 1h mostré6 una sefial simple para el C-7 en 159.0 ppm, de igual
manera se observo una senal simple para el C-4 en 77.7 ppm, mientras que para
los C-0, C-m y C-p se observaron sefales simples en 135.0, 128.6 y 129.0 ppm.
En la figura 10.2.4.2.1 se muestra el espectro del complejo 1h y los datos
espectroscopicos de los compuestos 1a-1i se resumen en la tabla 10.2.4.1.1.
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Tabla 10.2.4.1.1. Desplazamiento quimico (5) en RMN de °C para los complejos 1a-1i.

Compuesto 1@ 1b 1c 1d 1e 1f 19 1h 1i
c-1 169.4 | 167.6 | 167.6 | 1645 | 1659 | 168.0 | 168.3 | 168.8 | 174.0
c-2 1174 | 125.8 | 1225 | 123.9 | 1243 | 1249 | 1253 | 1256 | 123.9
c-3 137.1 | 138.5 | 139.5 | 1265 | 1246 | 136.3 | 1389 | 144.4 | 130.6
c-4 119.0 | 128.6 | 129.4 | 150.6 | 153.7 | 120.3 | 120.8 | 77.7 | 137.6
C-5 135.3 | 135.3 | 135.1 | 117.2 | 130.4 | 1353 | 1384 | 1445 | 134.3
c-6 119.0 | 122.7 | 117.9 | 1179 | 1182 | 1149 | 1075 | 121.8 | 118.2
c-7 169.3 | 160.0 | 160.8 | 159.9 | 159.1 | 159.1 | 159.0 | 159.0 | 159.1
c-8 143.9 | 143.9 | 144.1 | 144.0 | 1437 | 143.7 | 1437 | 1438 | 1435
c-9 135.3 | 135.4 | 135.7 | 135.72 | 136.0 | 136.1 | 136.1 | 136.0 | 136.4
c-10 126.0 | 125.9 | 125.8 | 1354 | 126.3 | 1264 | 126.4 | 126.4 | 126.8
c-11 126.0 | 125.9 | 125.9 | 126.5 | 126.4 | 126.5 | 1265 | 1256 | 126.9
c-12 153.5 | 153.8 | 153.8 | 153.8 | 154.0 | 154.1 | 154.0 | 154.0 | 154.2
C-25 - 202 | 215 | 56.0 - - - - -
C-i 148.3 | 148.3 | 148.2 | 148.3 | 1485 | 1485 | 1485 | 148.5 | 1485
C-o 1354 | 1354 | 1354 | 1354 | 1352 | 1353 [ 1352 | 135.0 | 135.0
C-m 128.5 | 128.6 | 128.6 | 1259 | 1286 | 128.6 | 1286 | 128.6 | 128.6
C-p 129.0 | 129.0 | 129.0 | 126.5 | 129.0 | 129.0 | 129.0 | 129.0 | 129.0

“J(PC-""sn) | 53Hz | 135 | 57Hz | 57Hz | 53Hz | 70Hz | 70Hz | 53Hz | 57

Hz Hz

1aR=H 1d R=0CH; 1g R=Br
1bR=CH; 1eR=F 1h R=|
1c R=tBu 1fR=CI 1i R= NO,
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Figura 10.2.4.2.1. Espectro de RMN de 3C del compuesto 1h.

10.2.4.3 Caracterizacién por RMN de "'°Sn de los complejos derivados de 2-
amino-3-hidroxipiridina, salicilaldehido sustituido en la posicidn cinco y

difenilestano (IV).

La resonancia magnética de "9Sn es una técnica espectroscopica que nos ayuda
a conocer el numero de coordinacién de un compuesto de organoestafio en
solucién en funcion del desplazamiento quimico observado, este depende del tipo

44,45

de fragmento organico unido al atomo de estano, para los complejos de

difenilestafio se presenta dicha relacién en la tabla 10.2.4.3.1.
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Tabla 10.2.4.3.1 Desplazamientos quimicos (5) de RMN de ""°Sn en funcion del numero de

coordinacion.

Sustituyente unido
al atomo de estaio

Numero de
coordinacién

4 5 6 7
Fenilo +30 a -220 -250 a -340 -360 a -540 | -600 y mayor
N—
R
S

1aR=H 1d R=0OCH; 19 R=Br

1bR=CH; 1eR=F 1ThR=1|

1c R=t-Bu 1fR=Cl 1i R=NO,

La resonancia magnética nuclear de ""9Sn para los complejos 1a-1i, mostro

desplazamientos quimicos &: -335 a -337 ppm en el disolvente no coordinante

CDCI3, mismos que corresponden a compuestos pentacoordinados de acuerdo

con la literatura, como ejemplo se muestra en la Figura10.2.4.3.1 el espectro

obtenido para el complejo 1h. Mientras que en el disolvente coordinante sulféxido

de dimetilo (DMSO.gs), se observaron desplazamientos quimicos en un intervalo

comprendido entre 6:-430 a -452 ppm, mismos que corresponden a especies

hexacoordinadas, lo que sugiere que el disolvente se ha coordinado al centro

metalico, de igual manera se muestra en la Figura 10.2.4.3.2 el espectro obtenido

para el complejo 1h.%® En la tabla 10.2.4.3.2 se presentan los desplazamientos

quimicos observados para en cada uno de los disolventes.
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Tabla 10.2.4.3.2. Desplazamientos quimicos (6) de RMN de M9gn para los compuestos 1a-1i en

disolvente coordinante y no coordinante.

Complejo DMSO g6 CDCI;
= -435 -337
1b -440 -336
1c -443 -336
1d -443 -336
1e -443 -336
1f -433 -336
19 -432 -335
1h -452 -335
1 -430 -335
ICRER I 1 195n_CD3a105d 5
8
|
i
3
a0 150 w0 S 0 50 4m A0 b0 50 M0 3% 40 80 500 om0 40

B Mt

Figura 10.2.4.3.1. Espectro de RMN de ''*Sn en CDCl, del complejo 1h.
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Figura 10.2.4.3.2. Espectro de RMN de "'*Sn en DMSO del complejo 1h.

10.2.5 Caracterizacion por espectrometria de masas (FAB* y DART").

Los espectros de masas para los compuestos 1a-1i fueron obtenidos mediante
dos técnicas, las cuales fueron: la técnica DART" (andlisis directo en tiempo real)
(1a, 1e y 1i) como ejemplo de ello, en la Figura 10.2.5.2 muestra el espectro de
masas realizado para el complejo 1e y FAB* (bombardeos de atomos acelerados)
(1b, 1c, 1d, 1f, 1g y 1h), de igual manera en la figura 10.2.5.1 muestra el espectro
de masas para el complejo 1h. Los espectros exhibieron el ion molecular [M*+1]
con una abundancia relativa de 7.5-100%, las cuales se encuentran enlistadas

para cada uno de los complejos en la tabla 10.2.5.1.

Para los complejos 1e, 1h y 1i se observaron los picos correspondientes a la
pérdida de uno o dos grupos fenilo [M*-Ph] y [M*-2Ph], los cuales se encuentran
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unidos al atomo de estano, como ejemplo en la Figura 10.2.5.3 se muestran las

pérdidas de los grupos fenilo del complejo 1h. Para el complejo 1¢ unicamente se

detecto el pico correspondiente a la pérdida de un grupo fenilo [M*-Ph]. En la tabla

10.2.5.2 se presentan los iones correspondientes a las pérdidas de los anillos

aromaticos de los complejos 1a-1i.

Tabla 10.2.5.1. lon molecular y abundancia relativa de los compuestos 1a-1i.

Compuesto [M*+1]" Abundancia
1a 487 100%
1b 501 100%
1c 542 100%
1d 516 7.50%
1e 505 100%
1f 521 20.24%
19 564 10.81%
1h 613 50%
1i 532 100%

1aR=H 1dR=0CH; 19 R=Er
1b R=CH; 1e R=F 1ThR=1
1c R=t-Bu 1fR=C| 1i R=NO;

Tabla 10.2.5.2. lones correspondientes a las pérdidas de los anillos aromaticos.

Compuesto M +1 M*-Ph M*-2Ph |
1a 487 - - N—
1b 501 - ; R “‘"xrlq N/
1c 542 464 - _Sn...
oF U

1d 516 - -
1e 504 426 349 @
1f 521 - -

_ _ 1aR=H 1dR=0CH; 1gR=Br
19 564 1bR=CHg 1eR=F  1hR=|
1h 612 534 457 1c R=t-Bu 1fR=Cl| 1i R=NO,
1i 531 454 376
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Figura 10.2.5.1. Espectro de masas (FAB") para el complejo 1h.
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Figura 10.2.5.2. Espectro de masas (DART") para el complejo 1e.
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Figura 10.2.5.3. Espectro de masas (FAB") para el complejo 1h con las pérdidas de los grupos

fenilo.

10.2.6 Difraccidon de rayos-X de monocristal.

Para los compuestos 1b, 1e, 1h y 1i se obtuvieron cristales adecuados para el
correspondiente estudio de rayos-X de monocristal que se lograron cristalizar en
una mezcla cloroformo-heptano. Las estructuras moleculares indican la formacién
de mondmeros y una geometria intermedia entre piramide de base cuadrada y
bipiramide trigonal (BPT) (Figura 10.2.6.1). Los datos cristalograficos y de
refinamiento se encuentran en la tabla 10.2.6.1, las distancias de enlace
seleccionadas se muestran en la tabla 10.2.6.2 y los angulos de enlace

seleccionados se presentan en la tabla 10.2.6.3.
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1d

1e

Figura 10.2.6.1.Perspectiva molecular de los complejos 1d, 1e, 1h y 1i de difenilestaiio obtenidos

a partir de 2-amino-3-hidroxipiridina.
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Tabla 10.2.6.1. Datos cristalograficos para los complejos 1d, 1e, 1h y 1i.

Parametro 1d 1e 1h 1i
Férmula C25H20N203Sn C24H17FN2O2Sn C24H17IN2O,Sn C24H17N304Sn
P.M. (g/mol) 515.12 503.08 610.98 530.09
Temperatura (K) 150 150 150 280
Tamafio 0.71073A 0.71073A 0.71073A 0.71073A
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P21 P21 P21/c P21
a(A) 12.5209 (5) A 11.6172(4) A 11.7157(6) A 18.2331(13) A
b (A) 13.3948 (6) A 13.6253(4) A 20.7232(10) A 10.6850(6) A
c (A) 12.8807(5) A 12.8569(5) A 8.8063(4) A 11.3780 (6) A
a (A) 90° 90° 90° 90°
B (A) 99.8100(10)° 101.4090(10) ° 90.8793(13) ° 94.933(4) °
v (A) 90° 90° 90° 90°
v (A) 2128.70(15) A 1994.88(12) A 2137.80(18)A 2208.5(2) A
z 4 4 4 4
p (g/cm’) 1.607 Mg/m® 1.675 Mg/m® 1.898 Mg/m® 1.594 Mg/m®
Coeficiente de
absorcién (mm™) 1.230 1.314 2.663 1.193
F (000) 1032 1000 1176 1056
Rango de
recopilaciéon de datos | 2.211 a 25.383° 2.201 a 25.405° 2513 2 25.361° 2.211 a 25.403°
(©)
No. Reflex.
oo 17146 18307 35452 16175
No. Reflex. 3914 [R(int) = 3656 [R(int) = 3918 [R(int) = 4023 [R(int) =
Independientes (Rin) 0.0429] 0.0335] 0.0286] 0.0301]
Datos/
Restricciones/Param 3914/0/ 281 3656 /0/ 271 3918/ 0/ 271 4023/ 0 /289
etros
GOOF 1.065 1.138 1.093 1.118
indices finales [I > R1 =0.0348, R1 =0.0341, R1 =0.0279, R1=0.0379,
2a0(1)] wR2 = 0.0626 wR2 = 0.0648 wR2 = 0.0665 wR2 = 0.0716
indices finales (todos R1 =0.0547, R1 = 0.0446, R1=0.0308, R1 =0.0654,
los datos) wR2 = 0.0677 wR2 = 0.0689 wR2 = 0.0682 wR2 = 0.0831
1196y - 1.060 y -0.539 1376y - 0.452 a-0.310
Bpmad Apni (e A%) 0.400e.A* e.A® 0.451e.A° e A®
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Tabla 10.2.6.2. Distancias de enlace (A) seleccionadas para las estructuras moleculares 1d, 1e, 1h

y 1i.
Distancia 1d 1e 1h 1i 1d 1e
Sn(1)-N(1) 2.173 (3) 2.169 (3) 2.169 (3) 2.173 (3)
Sn(1)-C(13) | 2.122(3) | 2.118(4) | 2.120(3) | 2.110(5)
Sn(1)-C(19) | 2.177 (3) 2.123 (3) 2.122 (3) 2.110 (4)
Sn(1)-0(1) | 2.078(2) | 2.078(2) | 2.086(2) | 2.092(3)
Sn(1)-0(2) 2.111 (2) 2.112(2) 2.101 (2) 2.105 (3)
C(7)-N(1) 1.299 (4) 1.289 (4) 1.299 (4) 1.297 (4)
C(8)-N(1) 1430 (4) | 1.428(4) | 1.423(4) | 1.426 (4)
C(8)-N(2) 1326 (4) | 1.326(4) | 1.324(4) | 1.319(5)
C(9)-N(2) 1.338 (4) 1.334 (5) 1.339 (5) 1.339 (5)
C(1)-0(1) 1323 (3) | 1.318(4) | 1.314(4) | 1.296 (5)
C(12)-0(2) | 1.329(4) | 1.335(4) | 1.325(4) | 1.322(5)
C(1)-C(6) 1.410 (4) 1.414 (5) 1.418 (5) 1.421 (5)
C(8)-C(12) 1.399 (4) 1.393 (5) 1.407 (5) 1.378 (5)

Tabla 10.2.6.3. Angulos de enlace (A) seleccionados para las estructuras moleculares 1d, 1e, 1h y

1i.
Angulo 1d 1e 1h 1i

C(13y5n(1)-C(19) | 129.4 (1) | 1245(1) | 131.1(1) | 1293 (2) 1d i
O()-Sn(1yC(13) | 923(1) | 936(1) | 946(1) | 934(2) o :
0@)ySn(1yC(13) | 930(1) | %2(1) | 1@ | 912 A . \/'f"“\ & fd\,
0@2)Sn(1)-C(19) | 961(1) | 955(1) | 936@2) | 944(1) s & TN '4?'\;__f N \Y,{
O()ySn(1yC(19) | 955(1) | 9%8(1) | 9222 | 939(1) y—s \J .. £ ‘\.J_,_,/
O()sn(1yC(1) | 1306(2) | 1311(2) | 133.8(2) | 1344 @3) B /%3;2“ \ﬁ:{ :\'\,—-if\ﬂ
0@2)Sn(1-0(1) | 160.0(9) | 160.3(9) | 161.1(1) | 160.3 (1) 4/:_:}“ S T Ty
N(1)-Sn(1)C(13) | 1220 (1) | 1183 (1) | 108.7(1) | 1134 (1) " B
N(1)-Sn(1)C(19) | 108.6 (1) | 117.1(1) | 1202(1) | 117.2(1) Wy 7 ,
N(1)-Ssn(19-0(1) | 836@) | 833(1) | 836(9) | 831(1) »,e y j '}/ ﬂ'\y-’f’\. f.f‘t{g
N(1)y-Sn(1)0@) | 77.3©) | 7711 | 77900 | 77201 i NN A e N
C(6)-C(7)-N(1) 1267 | 1269(3) | 127.0(3) | 127.3(4) A l/’ x,_.\J/%

. ‘//\\ 5 ‘./\'(__'g';l‘. ;
CAYCO)C) | 1237(3) | 1236@3) | 1239(3) | 1237 (3) P I 9 gzi_f}
C@®)-C(7)N(1) | 119.9(3) | 1200(3) | 1201 (3) | 1200 (3) ' - ' & =
C(12)0(2)Sn(1) | 1153 (19) | 115.0(2) | 1142(2) | 1155 2)
CO)N()Sn(1) | 127.6(2) | 127.4(2) | 1284(2) | 1282 (3)
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El estudio de difraccién de rayos-X de monocristal mostré que los compuestos
cristalizaron en el sistema cristalino monoclinico, los compuestos 1d y 1e
cristalizaron en el grupo espacial P24, y los compuestos 1h y 1i en el grupo

espacial P24.

Para todos los complejos se observd que, el nitrégeno iminico forma sistemas
aromaticos con el atomo de estafo que da lugar a dos sistemas heterociclicos,

uno de seis y otro de cinco miembros por coordinacion de los atomos de oxigeno.

En el caso de los complejos de estafio (IV) aqui presentados la distancia de
enlace Sn-N se encuentran en el intervalo 2.169(3) a 2.173(3) A, los cuales son
mayores a la suma de radios covalentes de estafio y nitrogeno (2.10 A), pero
menor a la correspondiente suma de radios de van de Waals (3.75 A),

confirmando de esta manera la presencia de enlace de coordinacion Sn-N.

En este contexto dichos valores son menores en comparacion a sus analogos
descritos en la literatura, los cuales poseen una distancia de enlace Sn-N es 2.189
A para compuestos de complejos de dimetilestafio (IV) y salicilaldehidos con
sustituyentes electrodonadores'®, para complejos de diorganoestafio (IV) con
anillo piridinico se tiene un valor de 2.187(2) A'® y para complejos de
salicilaldehido y o-aminofenol con los fragmentos fenilo, vinilo y sus aductos con
cloruros y bromuros, los valores de distancia de enlace se encuentran en el
intervalo 2.178(5)-2.227(2)A%.

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 las encontradas en los complejos derivados de
salicilaldehido y 2-amino-3-hidroxipiridina, la distancia de enlace Sn(1)-O(2) y
Sn(1)-O(1) que se obtuvieron para el complejo 1e es 2.112(2) A y 2.078 (2) A,
para el complejo 1h fue 2.101(2) A y 2.086(2) A, para el complejo 1i se obtuvieron
2.111(2) A y 2.078(2) A y finalmente para el complejo 1d fueron 2.105(3) A y
2.092(3) A, respectivamente. En todos los casos las distancias son mas cortas que
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las descritas en la literatura para complejos analogos cuyos sustituyentes unidos
al metal son metilos, como resultados del aumento en la acidez del metal por la

presencia de los sustituyentes fenilo.™

Los angulos de enlace O(2)-Sn(1)-O(1), C(13)-Sn(1)-C(19) y C(12)-O(2)-Sn(1)
presentan valores de 160.3(9)°, 124.5(1)° y 115.0(2)° para el complejo 1e, los
valores para el complejo 1h fueron 161.1(1)°, 131.1(1)° y 114.2(2)°, para el
complejo 1i son 160.0(9)°, 129.4(1)° y 115.3 (9)° y finalmente para el complejo 1d
son 160.3(1)°, 129.3(2)° y 115.5(2)° respectivamente; mientras que los angulos de
enlace N(1)-Sn(1)-C(13) y N(1)-Sn(1)-C(19) mostraron magnitudes de 118.3(1)° y
117.1(1)° para el complejo 1e, para el complejo 1h fueron 108.7(1)° y 120.2(1)°,
para el complejo 1i se obtuvieron 122.0(1)° y 108.6(1)° y finalmente para el
complejo 1d son 113.4(1)° y 117.2(1)°, los cuales son similares a los valores de
los compuestos de complejos de dimetilestafio (IV) y salicilaldehidos con
sustituyentes electrodonadores’®, a los complejos de diorganoestano (IV) con
anillo piridinico y a los complejos de salicilaldehido y o-aminofenol con los

fragmentos fenilo, vinilo y sus aductos con cloruros y bromuros.?’

Los complejos 1d, 1e, 1h y 1i poseen una geometria pentacoordinada
distorsionada entre bipiramide trigonal y piramide de base cuadrada, por lo tanto
se procedio a cuantificar el grado de distorsion de dichas estructuras, utilizando el
parametrot 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, todos los complejos presentaron una estructura intermedia,
donde los complejos 1d, 1e, 1h y 1i presentaron los siguientes valores t =0.59,
1=0.50, t=0.51 y 1=0.52, respectivamente (Figura 10.2.6.1), los cuales son

similares a los descritos en la literatura para sus analogos de dimetilestario (V).

En comparacion con complejos derivados de o-aminofenol y salicilaldehido de
difenilestafio (IV), los cuales obtuvieron una geometria bipiramide trigonal

alrededor del atomo de Sn, donde los fenilos ocupan posiciones ecuatoriales.™
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10.3 Actividad biolégica
10.3.1 Determinacion de la toxicidad en Artemia salina.

Artemia salina son crustaceos minusculos de cuerpo blanco, de color carmelita y
transparentes a la luz, es un zooplancton invertebrado perteneciente a
ecosistemas marinos y lagos salados. Este organismo es facil de cultivar y
manipular en el laboratorio porque se adapta facilmente a las condiciones de
prueba, es sensible a una gran variedad de compuestos toxicos y genera
resultados confiables; ademas de ser una alternativa poco costosa, sencilla y

rapida de realizar.

La prueba de toxicidad a corto plazo con Arfemia salina es un bioensayo que se
basa en la determinacion de la CLsp, la cual es la concentracion de un compuesto
que provoca la muerte del 50% de las Artemias salina expuestas en 24 horas.
Esta prueba se lleva a cabo exponiendo a una poblacion homogénea de Artemia
salina incubados en condiciones estaticas y son expuestos a diferentes

concentraciones del compuesto que se desea evaluar.

Este bioensayo es aplicable para compuestos con estructuras y reactividad
diversas, lo que le otorga la caracteristica de ser de amplio espectro y gracias a
eso ha sido utilizado como método de analisis para probar la toxicidad de
anestésicos, pesticidas, herbicidas, insecticidas, micotoxinas, antibidticos,
metales, arsénico, cromo, cadmio, estafio, zinc e incluso nanomateriales de

ingenieria.?*°

10.3.1.1 Toxicidad de Ilos complejos de 2-amino-3-hidroxipiridina,

salicilaldehido sustituido en la posicion 5 y difenilestaro (IV).

Para los compuestos 1a-1i, se evaluo su toxicidad mediante el ensayo in vitro de
Artemia salina. Se realizd un cernimiento primario a tres concentraciones (100 uM,
10 uM y 1 uM) por triplicado, para determinar su porcentaje de letalidad y
establecer asi las concentraciones toxicas preliminares. Todos los compuestos

mostraron actividad, posteriormente se realizd la curva concentracion-respuesta
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cuantal, la metodologia completa que se realiz6 se encuentra en la seccion 14.1

del Anexo de pruebas bioldgicas. En la tabla 10.3.1.1.1 se muestran los valores

de la concentracién letal media en Artemia salina (CLsp) para los derivados de 2-

amino-3-hidroxipiridina (1a-1i).

Tabla 10.3.1.1.1. CLs, de

los complejos 1a-1i.

1b R= CH; 1e R=F
1c R=t-Bu 1fR=Cl

1faR=H 1d R=OCH; 1g R=Br

Compuesto CLso (pM)
1a 0.083
1b 2.82
1c 5.88
1d 0.36
1e 3.98
1f 0.022
19 0.195
1h 2.82
1i 1.62
Control positivo: K,Cr,O5 218.77
N—

1hR=|
1i R= NO,

Los ensayos de toxicidad en Artemia salina mostraron para los complejos 1a-1i

mayor toxicidad que el dicromato de potasio (K>Cr;O7) el cual fue utilizado como

referencia. En la grafica 10.3.1.1.1 muestra que la toxicidad va creciendo en

funcion del sustituyente unido al anillo aromatico, en el siguiente orden:
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H > Cl>Br>0OCH3z>NO;>CH3z>1>F > tBu

El compuesto 1c cuyo sustituyente en el anillo aromatico es t-Bu, presenté menor
toxicidad, por el contrario, el compuesto 1f presentd mayor toxicidad para los
compuestos de difenilestafio (IV). Por otra parte, el compuesto 1e (F) presentd una
menor toxicidad que el compuesto 1a (H), por esta razén el reemplazo
bioisostérico H-F se ve favorecido. En este contexto el compuesto 1e presentd
menor toxicidad que los compuestos que poseen Cl o |, 1f y 1h, por lo tanto el
reemplazo isostérico de halégeno es favorable. Finalmente, no se observd una

tendencia de electronegatividad de los compuestos con los sustituyentes

halégenos.
Actividad téxica
6
s 55
2 5
8 45
s 4
94 35
5 3
'g 2,5
s 2
@ 1,5
(*)
c 1
o
O 0,5
0 — . |
1a 1b 1c 1d 1e 1f 19 1h 1i
Complejo

Grafica 10.3.1.1.1.CLs, de los compuestos 1a-1i.

10.3.2 Estudio de la actividad citotéxica de los complejos 1a-1i.

La determinacion de actividad citotoxica de los complejos 1a-1i de 2-amino-3-

hidroxipiridina se realiz6 utilizando un ensayo de la sulforrodamina B (SRB) del
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Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCL, por sus siglas en
ingles). Se efectud un ensayo bioldgico en las lineas celulares humanas de cancer
K-562 (leucemia mielégena crénica), HCT-15 (colon), SKLU-1 (pulmdn) y una
linea celular no tumoral de mono COS-7 (rifidn de mono), y como control positivo

cis-platino.

El tiempo de exposicion de las lineas celulares humanas de cancer con los
complejos de difenilestafio en cuestion, asi como con la linea celular de mono, fue
de 48 horas, la metodologia completa que se realiz6 se encuentra en la seccién

14.2 del Anexo de pruebas biolégicas.

Se realiz6 el cernimiento primario para determinar el porcentaje de inhibicion de la
proliferacion celular en lineas celulares humanas cancerosas y en la linea celular
sana de mono mencionadas anteriormente, después de obtener los resultados se
procedid a realizar las curvas concentracién-respuesta gradual. Los resultados de
las Clso (UM) se expresan como el promedio de tres replicas + desviacion estandar

media y los datos se presentan en la tabla 10.3.2.1.

Tabla 10.3.2.1. Cls, de los complejos 1a-1i.

Clso (UM)

Compuesto K-562 HCT-15 SKLU-1 COS-7
1a 0.23+0.01 1.24+0.06 0.69+0.07 1.54+0.16
1b 0.36+0.03 1.9110.07 0.73+0.064 1.98+0.081
1c 0.48+0.04 3.4610.3 0.98+0.117 4.16+0.46
1d 0.22+0.015 1.7840.09 0.54+0.06 1.24+0.18
1e 0.31+0.03 1.3410.11 0.51+0.04 1.44+0.12
1f 0.3410.05 1.35+0.05 0.49+0.03 1.6310.19
19 0.55+0.009 1.6+0.16 0.65+0.02 1.54+0.19
1h 0.14+0.042 1.75+0.11 0.56+0.01 1.76+0.08
1i 0.44+0.014 2.16+0.07 0.86+0.049 2.22+0.26

cis-platino 15.20+1.40 13.83+0.70 7.1340.20 7.2+0.70

62




1aR=H 1d R= OCHj 1g R=Br
1bR=CH; 1eR=F  1hR=|
1cR=tBu 1fR=Cl  1iR=NO,

10.3.2.1 Relacién estructura-actividad (SAR) de Ilos complejos de

difenilestano.

Los ensayos de actividad citotoxica mostraron que los complejos 1a-1i
presentaron una mayor citotoxicidad que el cis-platino, utilizado como referencia.
Los compuestos 1a-1i no presentaron mayor citotoxicidad hacia la linea celular
sana de mono (COS-7), en comparacion con las lineas celulares humanas

cancerosas que presentaron una citotoxicidad mayor.

La tendencia que se presentd en cada una de las lineas celulares cancerosas son:
Linea celular K-562 es: | > OCH3z > H > F > C| > CH3> NO; > {-Bu > Br

Linea celular HCT -15es: H>F > CI > Br>1> OCH3;> CH3 > NO;

Linea celular SKLU-1 es: Cl > F > OCH3>|>Br>H > CH3> NO,> t-Bu

En la gréafica 10.3.2.1.1 se muestra que el compuesto con mayor citotoxicidad para
la linea celular K-562 (leucemia mielégena cronica) fue el complejo 1h, siguiéndole
con una actividad citotéxica muy similar 1a y 1d. Mientras que para la linea celular
HCT-15 (colon) fue el complejo 1a y siendo el complejo 1i el que posee menor
potencia. Para la linea celular SKLU-1 (pulmén) el complejo que posee mayor

actividad citotdxica es 1f y siendo el complejo 1¢ el que posee la menor potencia.
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Finalmente, para la linea celular sana de rindn de mono (COS-7) todos los
complejos presentaron una potencia menor en comparacion a las lineas celulares
cancerosas y el complejo que presentd la menor citotoxicidad ante esta linea

celular sana fue 1i.

45 Actividad citotoxica
4
3,5
3
32,5
g 2
1,5
: I||| b b LKL
0,5
OIIIII llllllll-lll
1a 1b 1c 1d 1e 1f 19 1h 1
Compuesto
EK-562 ®WHCT-15 ®SKLU-1 mCOS-7

Grafica 10.3.2.1.1. Clsq de los complejos 1a-1i.

En la linea celular cancerosa K-562 (leucemia mielégena crénica) el compuesto
mas potente es el que tiene un atomo de | en la posicion 4 (1h), esta posicion es la
misma en el complejo o bien en el salicilaldehido de partida, el reemplazo
bioisostérico H-F no mejord la potencia de los complejos propuestos, en cambio, el
reemplazo bioisostérico [-CHj si es una estrategia para optimizar los complejos
anteriores y finalmente, el reemplazo isostérico de halégeno [|-Cl, asi como el

reemplazo |-Br, es la estrategia que conduce a la optimizacion.

En la linea celular cancerosa HCT-15 (colon)el compuesto mas potente es el que
no esta sustituido, es decir el compuesto 1a, el reemplazo isostérico de halégeno
F-Cl y I-Br es la estrategia de optimizacion que aumenta la actividad citotdxica de

los complejos, asi como el reemplazo bioisostérico [-CHs.
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En la linea celular cancerosa SKLU-1 (pulmén) el compuesto 1f fue el que
presentd mayor actividad citotoxica, el reemplazo bioisostérico |-CHs; si es una
estrategia para optimizar los complejos, asi como el reemplazo isostérico de
halégeno CI-F y el reemplazo F-Br son estrategias que conducen a la

optimizacion.

El reemplazo bioisostérico H-F no mejord la potencia de los compuestos en
ninguna linea celular, en cambio, el reemplazo bioisostérico |-CH; si es una
estrategia para optimizar los complejos anteriores en las lineas celulares SKLU-1 y
HCT-15, asi como el reemplazo isostérico de halégeno es una estrategia de

optimizacién para las lineas celulares K-562, SKLU-1y HCT-15.

10.3.2.2 Relacién estructura-actividad cuantitativa (2D-QSAR) de Ilos

complejos de difenilestaro.

La relacién estructura-actividad cuantitativa (2D-QSAR) es un estudio en el cual la
estructura quimica se correlaciona cuantitativamente con la actividad biolégica o la
reactividad, de igual manera permite estimar la actividad de compuestos no
ensayados experimentalmente, al igual que nuevos compuestos propuestos

tedricamente.

La actividad citotoxica de los complejos esta dada por ecuaciones de primer grado
para las lineas celulares humanas de cancer HCT-15 y K-562, en ambos casos, la

relacion esta dada de la forma:
Log (1/0) =am+b Ecuacion 1
Log (1/6) = aEs+b Ecuacion 2

Donde C es la Clsp (UM) de los complejos hacia la linea celular humana de cancer
en cuestidon, my Es son los descriptores de lipofilicidad y esteridad (en funcion del

sustituyente presente en el anillo aromatico de las moléculas), las constantes a y
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b, son los coeficientes de regresion. Las correlaciones observadas fueron

obtenidas mediante regresién lineal simple.*!

Para las lineas celulares cancerosas K-562 y HCT-15 se obtuvieron los

correspondientes modelos matematicos, en funcién de n Hansch, como de Es.*!

Las correlaciones observadas fueron obtenidas mediante regresion lineal simple y

se presentan en la tabla 10.3.2.2.1.

Tabla 10.3.2.2.1. Modelos matematicos del estudio 2D-QSAR para derivados de 2-amino-3-

hidroxipiridina y difenilestano (1V)

Linea celular
Parametros de regresion
K-562 HCT-15
a -0.1691 0.0984 -0.1161 0.0986
b 0.5728 0.5863 -0.0938 -0.0911
re 0.6334 0.9217 0.8098 0.9890
r 0.7959 0.96 0.8998 0.9945
n 7 6 5 5
Valor F 8.6344 57.04 12.7655 271.5
I 0.0959 0.03654 0.0314 0.01121
1a-1c, 1e-1f,
Complejos 1a-1g 1i 1a, 1e-1h 1a, 1e, 1g-1i
i
Ecuacién 1 2 3 4
N—
R
O";:‘SH N0
1faR=H 1d R=0CH; 19 R=Br

1b R= CH; 1e R=F
1c R=t-Bu 1fR=Cl

1hR=|
1i R= NO,
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La lipofilicidad de un farmaco es decisiva en su absorcion, distribucion y
eliminacion, pero también lo es para la union con su diana farmacoldgica, ya que
los enlaces hidréfobos que se producen tras desolvatacion de ambas entidades
constituyen la primera interaccion farmaco-receptor antes de establecer otras
interacciones polares. Entonces en cuanto mas positivo es el valor de n, mas

lipofilico sera el sustituyente.

La informacion anterior sugiere que la actividad citotoxica disminuye conforme
aumenta el valor de Es en forma proporcional del impedimento estérico, al contrario
del parametro n, la actividad citotoxica se incrementa conforme aumenta el valor

de nen forma proporcional de la lipofilia de los sustituyentes considerados.

De acuerdo a lo observado en los modelos matematicos, se puede apreciar que el
modelo que esta acorde a los resultados experimentales en la linea celular K-562
es la ecuacion 2, ya que los valores que concuerdan con la regresion lineal es la
siguiente tendencia: OCHs;> H > F > Cl > CH3;> t-Bu > Br, respectivamente, dicho
modelo contiene tanto sustituyentes electrodonadores y electroatractores. Por lo
que no es una estrategia de optimizacion el cambio bioisostérico H-F pero si es

una estrategia de optimizacion el reemplazo isostérico de halégeno Cl-i-.

Para la linea celular HCT-15 el modelo acorde a los resultados obtenidos es la
ecuacion 3, los valores que concuerdan con la regresion lineal es la siguiente
tendencia: H > F > C| > Br > |, dicho modelo contiene sustituyentes halégenos, al
ser mas toxico el complejo sin sustituyente el reemplazo biosostérico H-F no es
una estrategia de optimizacidn pero si es una estrategia de optimizacién el

reemplazo halégeno Cl-

Estos resultados concuerdan con la relacion cualitativa de isosterismo, ya que en
ninguna linea celular, el reemplazo bioisostérico H-F no mejoré la potencia de los
complejos propuestos. En cuanto al reemplazo |-CHj solo es una estrategia que
conduce a la optimizacion cualitativa, asi como el reemplazo isostérico de
halégeno F-Br en la linea celular SKLU-1 y HCT-15. En cambio, el reemplazo

isostérico CI-~ si es una estrategia para optimizar cuantitativamente los complejos
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anteriores en las lineas celulares K-562 y HCT-15, por lo tanto el reemplazo
isostérico de halégeno es la estrategia que conduce a la optimizacion de los
complejos en todas las lineas celulares, asi como para el reemplazo biosostérico

pero en las lineas celulares SKLU-1y HCT-15.

10.3.3 Evaluacidén de la actividad antioxidante mediante la técnica 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH).

Los radicales libres han sido relacionados en la patologia de mas de 50
enfermedades, aunque en la mayoria de los casos el estrés oxidativo parece ser
una consecuencia de la enfermedad y no una causa, el papel que pueden
desempenfar provocando reacciones en cadena y la progresion de la enfermedad
por cambios degenerativos irreversibles, justifica la importancia de estos.’! La
inhibiciéon y/o propagaciéon de la actividad oxidativa puede ser provocada por la
accién de otras moléculas con actividad antioxidante que actua gracias a que
reacciona con radicales libres.*” Distintas investigaciones han hecho hincapié en

diversos complejos de organoestafio (IV), presentan actividad antioxidante.

En este trabajo se describe la actividad antioxidante de los complejos 1a-1i.

Esta prueba evalua la capacidad antioxidante de un compuesto usando el método
quimico del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), el cual se fundamenta
en la medicion de la capacidad de un antioxidante, en este caso de un compuesto
de difenilestafio (IV), para estabilizar el radical DPPH.** La metodologia se

encuentra descrita en la seccién 14.3 de Anexo de pruebas biolégicas.

Inicialmente se realizd un ensayo de cernimiento a tres concentraciones, 1, 10 y
100 uM. Los resultados muestran que los compuestos sintetizados, a excepcion
del compuesto 1i, obtuvieron un efecto contrario al deseado, es decir, un efecto
prooxidante que favorece la oxidacion por el radical libore DPPH con la reduccién
de transporte de atomos de hidrogeno. Dado los resultados obtenidos en el

ensayo de cernimiento primario, se decidid no obtener la Clso de los compuestos,
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debido a que no presentaron una actividad antioxidante. En la tabla 10.3.3.1 se

muestran los valores obtenidos de los compuestos 1a-1i.

Tabla 10.3.3.1. Datos de los complejos 1a-1i en el ensayo de cernimiento de DPPH.

*Valores de la Clso (uM).

1aR=H 1d R=0CH, 19 R=Br
1bR=CH; 1eR=F thR=1
1c R=t-Bu 1fR=CI 1i R=NO,

% de inhibicion
Concentracion (M)
Compuesto 1 10 100
1a -13.34 -10.11 -6.04
1b -11.42 -9.15 -6.82
1c -10.89 -10.29 -9.99
1d -8.91 -9.15 -4.49
1e -10.24 -10.17 -5.5
1f -8.01 -5.26 14.41
19 -8.85 -9.03 -2.63
1h -7.48 -8.55 -1.02
1i -5.38 11.42 93.24
a-Tocoferol 41.15*
Quercetina 10.87*
N—
R = 'TI \ /
O’}§n O
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De acuerdo a la tabla anterior, se muestra que el compuesto electroatractor 1i
(NOy) fue el mas activo con un porcentaje de inhibicion de 93.24. La tendencia es

la siguiente:
NO,>Cl>1>Br>F >H>0OCH3> CH3z> {-Bu

De acuerdo a la grafica10.3.3.1, los datos obtenidos en esta prueba indican que
los compuestos de difenilestafio (IV) derivados de la 2-amino-3-hidroxipiridina no
presentan actividad atrapadora del radical DPPH y el efecto prooxidante puede ser

potenciada por la presencia del estafo.

Actividad antioxidante

100

% de inhibicion del DPPH
o
=

o TN BN,

Complejo

®1puM =10pM =100 pM

Grafica 10.3.3.1. Representacion del porcentaje de inhibicidon de los compuestos 1a-1i.

10.3.4 Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la técnica Sustancias

reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).

El ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) permite evaluar

la actividad antioxidante, en el cual se cuantifica la inhibicion de la peroxidacion de
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lipidos del cerebro de rata por la presencia de compuestos no estudiados

anteriormente. Para los compuestos de organoestafio (IV) se realiz6 un

cernimiento a las concentraciones de 1,

10 y 100 upM, tabla 10.3.4.1.La

metodologia se encuentra descrita en la seccion 14.4 del Anexo de pruebas

biolégicas.

Tabla 10.3.4.1. Datos de los complejos 1a-1i en el ensayo de cernimiento de TBARS.

*Valores de la Clso (uM).

% de inhibicién
Complejo Concentracién (uM)
1 10 100
1@ -23.87 8.43 38.61
1b -47.48 -11.69 38.37
1c -14.19 56.93 47.22
1d -45.41 -3.29 66.21
1e -7.19 58.13 74.33
1f -24.97 27.3 67.52
19 -29.38 14.19 62.04
1h -35.17 9.64 50.26
1i -46.96 -29.52 70.09
BHT 12.86*
Quercetina 4.11*
a-tocoferol 596.09*
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1aR=H 1dR=0QCH; 19 R=Br
1bR=CH; 1eR=F 1hR=1
1c R=t-Bu 1fR=C| 1i R= NOg

En todos los casos, tenemos un comportamiento peculiar de los complejos, a una
concentracion de 1 uM todos los compuestos muestran una actividad contraria a la
esperada, actividad prooxidante, es decir, favorece la peroxidaciéon de lipidos en
cerebro de rata. A una concentracién de 10 uM en los compuestos 1b, 1d y 1i se
sigue presentando el mismo comportamiento que en la concentracién de 1 uM,
mientras que en el resto de los compuestos se presenta la actividad antioxidante
deseada, en cambio en los complejos 1e y 1c se presentd un incremento del
porcentaje de inhibicion mayor a 50 pM, valores que corresponden a 58.13 y
56.93. En todos los complejos se presentd un incremento en el porcentaje de
inhibicidén al aumentar la concentracion a 100 uM, los compuestos que presentaron
mayor porcentaje de inhibicién fueron 1e y 1i, con valores de 74.33 y 70.09,
grafica 10.3.4.1.

Al ordenar los compuestos de acuerdo con los que poseen de mayor a menor
porcentaje de inhibicidn en la concentracion 100 uM (es la concentracion en la que
todos los compuestos presentaron un porcentaje de inhibicion mayor) la tendencia

que se observa es:
F>NO,>Cl>0CH3>Br>1>tBu>H>CHj;

En general, con lo anterior se puede aseverar que los complejos con sustituyentes

electrodonadores, electroatractores o haldégenos podrian ser agentes
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antioxidantes, pero los complejos 1a, 1g y 1h podrian ser los complejos con mayor
potencia que BTH y quercetina. Sin embargo, para el control de a-tocoferol la

mayoria son mas potentes.

Dado los porcentajes de inhibicion no se realizé el procedimiento para obtener la
Clsp de cada complejo. Considerando los valores obtenidos de los complejos, se
puede aseverar que para estos compuestos la inclusion de un sustituyente al anillo
aromatico confiere en la actividad biolégica, y este fenobmeno se observa
comparando el complejo 1a, que no posee un sustituyente y tiene la menor
actividad biolégica comparando con el resto de los compuestos que si poseen un
sustituyente pero a pesar de esto, ninguno de los complejos se puede proponer

como posible agente antioxidante.
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Actividad antioxidante

% de inhibicién de TBARS

Complejo

E1pM ®m10pM =100 pM

Grafica 10.3.4.1. Representacion del porcentaje de inhibicion de los compuestos 1a-1i obtenidos
en el cernimiento primario.

1aR=H 1d R= OCH; 19 R=Br
1b R=CH; 1eR=F 1hR=1|
1c R=t-Bu 1fR=Cl 1i R= NO,
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11.CONCLUSIONES

11.1

Tl

Conclusiones generales

Se sintetizaron nueve compuestos de tipo difenilestafio (IV) derivados de 2-
amino-3-hidroxipiridina y salicilaldehidos sustituidos (F, H, CI, Br, |, NOy,
CHs;, OCHg3, ter-Bu), obteniendo rendimientos moderados en una sintesis
multicomponente, también se llevd a cabo su caracterizacion utilizando
meétodos espectroscopicos y espectrométricos, asi como la determinacion

de su potencia en la actividad biologica.

11.2 Conclusiones particulares

[l

La caracterizacion de los complejos mediante conductividad,
espectroscopia UV-Vis, IR, RMN de 'H, ®C y '9sSn, asi como
espectrometria de masas, permitio establecer su estructura molecular.

Los valores de desplazamiento quimico en RMN de "'°Sn sugiere que, en
disolventes no coordinantes, como CDCI;, se observan especies
pentacoordinadas, mientras que en disolventes coordinantes los
desplazamientos corresponden con estructuras hexacoordinadas.

La difraccion de rayos-X de monocristal para los complejos 1¢, 1g, 1h y 1i
mostré que el numero de coordinacidon es cinco y la geometria que
presentan los compuestos es intermedia entre piramide de base cuadrada y
bipiramide trigonal ideal.

Los resultados del estudio de toxicidad en el modelo de Artemia salina
estan en funcion de la naturaleza del sustituyente unido al anillo aromatico
del residuo de salicilaldehido, siendo el complejo 1f con sustituyente CI, el
que mostré mayor toxicidad que el dicromato de potasio el cual fue utilizado
como referencia. El reemplazo bioisostérico H-F se ve favorecido y el
reemplazo isostérico de halégeno de igual manera es favorable. Lo anterior

se resume en el siguiente mapa de actividad molecular.
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El reemplazo
bioisostérico H-

Modula la
actividad toxica

. aumenta la
de los complejos tividad
. ivi
organometalicos a_c . _a
bioldgica.

tipo base de
Schiff.

El reemplazo
isostérico de
halégeno (I-Cl) es
una estrategia de
1aR=H 1d R=0CH;19R=Br optimizacion.
1bR=CH,1eR=F Th R=|
1¢ R= +-Bu 1fR=CI 1i R= NO,

Siendo el
compuesto con
Cl el mas activo.

@ El estudio de la citotoxicidad para los compuestos derivados de 2-amino-3-

!

i

hidroxipiridina mostré que todos los compuestos presentaron actividad
téxica frente a lineas celulares de cancer humano K-562 (leucemia
mielégena cronica), HCT-5 (colon) y SKLU-1 (pulmon) y son mas activos
que el cis-platino utilizado como referencia, donde la potencia de los
complejos esta definida por el sustituyente unido al anillo aromatico
perteneciente al residuo de salicilaldehido en cuestion. Los sustituyentes
con mayor actividad citotoxica fueron 1h (l) para la linea celular K-562, el
complejo 1a (H) para la linea celular HCT-15, el complejo 1f (Cl) para la
linea celular SKLU-1 y finalmente para la linea celular COS-7 fue 1i (NOy),
lo que implica que los compuestos pueden ser potenciales candidatos como
agentes anticancerigenos.

Los compuestos no presentaron mayor citotoxicidad hacia la linea celular
sana de mono (COS-7), en comparaciéon con las lineas celulares humanas
cancerosas que presentaron una citotoxicidad mayor, lo que significa que
son mas selectivos a las lineas celulares cancerosas.

El reemplazo bioisostérico H-F no es una estrategia que conduce la
optimizacién para ninguna linea celular cancerosa, mientras que el
reemplazo bioisostérico I-CH3;y el reemplazo isostérico de halégeno I-Cl si
son una estrategia para optimizar los complejos 1a-1i para las lineas

celulares K-562 y HCT-15, asi como el reemplazo isostérico de halégeno
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CI-F es una estrategia de optimizacién para las lineas celulares SKLU-1 y
HCT-15.

[ El reemplazo isostérico de halégeno es la estrategia que conduce a la
optimizacion de los complejos 1a-1i, asi como para el cambio biosostérico.

Lo anterior se resume en el siguiente mapa de actividad molecular.

Modula la

actividad El reemplazo
citotoéxica de los bioisostérico H-

complejos noaumenta la

organometalicos
tipo base de

actividad biolégica
para las lineas

Schiff.

celulares
Siendo el cancerosas.
compuesto con | El reemplazo
el mas activo para isostérico de
K-562, con H para 1aR=H 1d R= OCH;1g R=Br halégeno es una
HCT-15y con CI 1b R=CH; 1e R=F 1Th R=| estrategia de

para SKLU-1. 1e R= t-By 1fR=Cl 1i R= NO, optimizacién para

@ El estudio de la actividad antioxidante por la técnica DPPH mostr6é que los
complejos de difenilestafio (IV) muestran una actividad prooxidante, es
decir, una actividad contraria a la esperada.

m El estudio de actividad antioxidante por la técnica TBARS donde los

complejos 1a-1i no pueden ser agentes antioxidantes debido a que

presentan una actividad antioxidante menor a las referencias.

77




12.PARTE EXPERIMENTAL

Todos los reactivos utilizados son productos comerciales de Aldrich Chemical
Company® y los disolventes empleados fueron destilados previamente. Los
puntos de fusidn 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
Hanna Hi9033 utilizando metanol anhidro como disolvente. Los espectros de
absorcién 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, "*C y ""°Sn se obtuvieron en un espectrometro BRUCKER
ADVANCE 1ll de 300 MHz utilizando CDCl3 6 DMSO-4 como disolventes
empleando como referencia interna el tetrametilsilano (TMS), los desplazamientos
quimicos (8) 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), doble (d), triple (), 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 ionizacién por analisis directo en tiempo real
(DART™) utilizando como matriz polietilenglicol y la técnica de doble sector de
geometria inversa usando la técnica de bombardeo de atomos acelerados (FABY)
utilizando como matriz alcohol p-nitrobencilico y los valores entre paréntesis
indican la intensidad relativa al pico base, donde los datos estan expresados en
unidades de masa-carga [m/z]". Los estudios de difraccion de rayos-X de
monocristal se realizaron en un difractometro BRUKER SMART APEX CCD con
una longitud de onda Apexe= 0.71073 A (monocromador de grafito), a T=150 K
para los complejos 1d, 1e y 1h, y T= 280 K para el complejo 1i. Las estructuras se
resolvieron por métodos directos y los atomos diferentes al hidrogeno se refinaron

anisotropicamente usando la técnica full-matrixleast-squares.
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Los atomos de hidrogeno fueron colocados en posiciones ideales basandose en la
hibridacion con parametros térmicos, corregidos el valor de atomo fijado. Las
estructuras y los refinamientos se desarrollaron utilizando el programa
computacional SHELXTL v6.10. Las distancias interatdmicas estan expresadas en
Angstrongs (A) y los angulos en grados (°); los numeros entre paréntesis

corresponden a la desviacion estandar de la ultima cifra significativa.

12.1 Procedimiento general para la obtencion de los complejos de
diorganoestaino (IV) derivados de salicilaldehido y 2-amino-3-

hidroxipiridina.

A una mezcla tolueno:metanol (30 ml) se adiciond el correspondiente
salicilaldehido sustituido en la posicidon cinco, 2-amino-3-hidroxipiridina y el oxido
de difenilestafio (IV) en una estequiometria (1:1:1) y la mezcla de reaccién se
mantuvo a reflujo durante dieciséis horas con agitacién constante, posteriormente
se elimin6 el disolvente a presion reducida para finalmente obtener un sélido

amorfo colorido.

Compuesto 1a

El compuesto 1a fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1 ml de salicilaldehido 0.9416
mmol), 0.2720 g de Oxido de difenilestafio
(0.9416 mmol) y 0.1036 g de 2-amino-3-
hidroxipiridina (0.9416 mmol), obteniéndose

0.4017 g (88%) de un sdlido marrén que funde

con descomposiciéon entre 186-188 °C;

Conductividad molar, Ay (1x10° M, metanol):
0.0 ohm™ cm? mol™ (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Ansd/nm (e/M'em™)]: 219
(85244) n-n* (aromatico), 284 (9069) n-n* (aromatico), 371 (5627) n-n* (C=N), 439
(10743) n-* (C=N).; IR (KBr) cm™: 1603 v(C=N), 694 v(Sn-C), 533 v(Sn-0), 443
v(Sn-N).; 'H RMN (300.52 MHz, DMSO-4)3: 6.94 (1H, d, J= 8.41 Hz, H-2), 6.78
(1H, d, J= 6.91 Hz, H-4), 7.03-7.35 (9H, m, H-10, H-11, H-m, H-p), 7.62-7.66 (4H,
m, H-o, H-5), 7.47 (1H, ddd, J= 1.80 Hz, J= 1.50Hz, J= 7.21, H-3), 7.77 (1H, dd, J=
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1.50 Hz, J= 4.20 Hz, H-9), 9.41 (1H, sCJ('"H-"*"""Sn)= 29 Hz), H-7).; *C RMN
(75.57 MHz,DMSO-4)5: 119 (C-4), 119.1 (C-6), 117.4 (C-2), 126.0 (C-11), 126.0
(C-10), 128.5 (C-m, 3J("*C-""%Sn)= 66.50 Hz), 129.0 (C-p, *J("*C-""Sn)= 52.89 Hz),
135.4 (C-o, 2J(**C-""9Sn)= 52.89 Hz), 135.3 (C-9), 143.93 (C-8), 137.1 (C-3), 135.3
(C-5), 148.3 (C-i), 153.5 (C-12), 169.30 (C-7), 169.42 (C-1); "'°Sn RMN (112.04
MHz, DMSO-¢)5: -435.; '"°Sn RMN (112.04 MHz, CDCl5)d: -337.; EM: (FABY)
[m/Z] (%): [M*+1, 487] (13).; EM-AR: (DART") [m/z]: 487 (Calculada para
C24H1N20,Sn). Observada: 487.0461

Compuesto 1b

El compuesto 1b fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1716 g de 5-metilsalicilaldehido
(0.6922 mmol), 0.200 g de Ooxido de
difenilestafio (0.6922 mmol) y 0.07622 g de
2-amino-3-hidroxipiridina  (0.6922 mmol),
obteniéndose 0.2681 g (79%) de un sdlido
café que funde con descomposicion entre
118-120 °C.; Conductividad molar, Ay (1x10°
* M, metanol): 0.0 ohm™ cm? mol™ (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Amaxnm(e/M"
'em™)]: 219 (52644) n-7* (aromatico), 287 (11301) n-n* (aromatico), 378 (7534) -
7 (C=N), 441 (11952) n-n* (C=N).; IR (KBr) cm™: 3049 v(C-Harom),1620 v(C=N),
2919 v(C-CHaarom), 696 v(Sn-C), 540 v(Sn-0), 444 v(Sn-N).; "H RMN (300.52 MHz,
DMSO-4)d: 6.87 (1H, d, J= 8.41 Hz, H-2), 7.15-7.35 (10H, m, H-10, H-11, H-m, H-
p), 7.60 (4H, dd, J= 2.10 Hz, J= 7.51 Hz, H-0), 7.45 (1H, d, J=1.50 Hz, H-3), 2.22
(3H, s, H-25), 7.77 (1H, dd, J= 1.20 Hz, J=4.20 Hz, H-9), 7.63 (3H, dd, J= 7.39 Hz,
J= 7.51 Hz, H-5), 9.35 (1H, s (3J('"H-""1""Sn)= 28.8 Hz), H-7).; "*C RMN (75.57
MHz,DMSO-4)3: 128.6 (C-4), 122.7 (C-6), 125.8 (C-2), 125.94 (C-11), 125.87 (C-
10), 128.6 (C-m, 3J(**C-"""Sn)= 81.61 Hz), 129.0 (C-p, *J("*C-""*Sn)= 15.86 Hz),
135.4 (C-o0, 2J(**C-"""Sn)= 135.4 Hz), 135.4 (C-9), 143.9 (C-8), 138.5 (C-3), 135.3
(C-5), 148.3 (C-i), 153.8 (C-12), 160.0 (C-7), 167.6 (C-1), 20.2 (C-25).; ""°Sn RMN

80




(112.04 MHz, DMSO-4)5: -433.; '"9Sn RMN (112.04 MHz, CDCl5)d: 336.; EM:
(FAB") [m/z] (%): [M*+1, 501] (13).; EM-AR: (FAB") [m/z]: 500.0547 (Calculada
para Cz5H20N20,5Sn). Observada: 500.0560.

Compuesto 1c

El compuesto 1c¢ fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1 ml de 5-t-
butilsalicilaldehido (0.5829 mmol), 0.1684
g de Oxido de difenilestafio (0.5829
mmol) y 0.0641 g de 2-amino-3-
hidroxipiridina (0.5829mmol),
obteniéndose 0.1225 g (37%) de un

sélido naranja que funde con

descomposicion entre 68-70 °C; Conductividad molar, Ay (1x10°M, metanol): 0.0
ohm™ ¢cm?mol™ (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Amaxnm(e/M'cm™)]: 219 (48040)
n-1* (aromatico), 288 (9394) n-n* (aromatico), 376 (6278) n-n* (C=N), 440 (9999) n-
7* (C=N).; RMN "°Sn(DMSO-g4, 112.07 MHz) : -443; IR (KBr) cm™: 3049 v(C-
Harom), 1656 v(C=N), 2956 v(C-t-BUarom), 696 v(Sn-C), 524 v(Sn-0), 443 v(Sn-N).;
'H RMN (300.52 MHz, DMSO-4)8: 6.91 (1H, d, J= 6.01 Hz, H-2), 7.34-7.26 (11H,
m, H-10, H-11, H-m, H-p, H-3), 7.64 (2H, dd, J= 6.01 Hz, J= 9.01 Hz,H-5), 7.60
(2H,dd, J= 6.01 Hz, J= 9.01 Hz, H-0), 7.77 (2H, dd, J= 3.00 Hz, J= 6.01 Hz, H-9),
9.45 (1H, sCJ(*H-"9"""Sn)= 24.04 Hz), H-7), 1.28 (8H, s, H-26, H-27, H-28).; "*C
RMN (75.57 MHz, DMSO-4)5: 129.4 (C-4), 135.1 (C-6), 122.5 (C-2), 125.9 (C-11),
125.8 (C-10), 128.6 (C-m, 3J("*C-""°Sn)= 81.61 Hz), 129.0 (C-p, *J("*C-""%sn)=
15.86 Hz), 135.4 (C-o, 2J(**C-""9Sn)= 56.63 Hz), 135.7 (C-9), 144.1 (C-8), 139.5
(C-3), 135.1 (C-5), 148.2 (C-i), 153.8 (C-12), 160.8 (C-7), 167.6 (C-1), 21.5 (C-25),
31.5 (C-26, C-27, C-28).; "'°Sn RMN (112.04 MHz, DMSO-)3: -452.; '"°Sn RMN
(112.04 MHz, CDCl3)d: -335.; EM: (FAB*) [m/z] (%): [M*+1, 454] (13).; EM-AR:
(FAB®) [m/z]: 542.1016 (Calculada para CzsHasN20,Sn). Observada: 542.1025.
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Compuesto 1d

El compuesto 1d fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1 ml de 5-
metoxisalicilaldehido (0.8011 mmol),
0.2314 g de o6xido de difenilestafio (0.8010
mmol) y 0.0882 g de 2-amino-3-
hidroxipiridina (0.8010 mmol),
obteniéndose 0.2493 g (57%) de un sdlido
naranja que funde con descomposicion
entre 198-200 °C.; Conductividad molar, Am(1x10° M, metanol): 0.0 ohm™" cm?
mol” (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Amaxnm(e/M'cm™)]: 218 (49016) n-n*
(aromatico), 289 (9673) n-n* (aromatico), 370 (7394) n-n* (C=N), 461 (9487) n-n*
(C=N).; IR (KBr) cm™: 3050 v(C-Harom),1623 v(C=N), 1244 v(C-OCHzarom), 695
v(Sn-C), 535 v(Sn-0), 443 v(Sn-N).; "H RMN (300.52 MHz, DMSO-4)5: 6.91 (1H,
d, J=9.01 Hz, H-2), 7.11-7.37 (10H, m, H-5, H-11, H-m, H-p), 7.64 (3H, d, J= 1.50
Hz, J= 7.20 Hz, H-0), 7.14 (1H, dd, J= 3.30 Hz, J= 9.31 Hz,H-3), 7.77 (1H, dd, J=
1.50 Hz, J= 4.20, H-9), 7.64 (3H, dd, J= 1.50 Hz, J= 7.51 Hz, H-10), 9.43 (1H,
sCJ('H-"""1""35n)= 29 Hz), H-7), 3.74 (3H, s, H-25).; *C RMN (75.57 MHz, DMSO-
46)0: 150.6 (C-4), 117.9 (C-6), 123.9 (C-2), 126.5 (C-11), 135.4 (C-10), 125.9 (C-
m, 3J("*C-""Sn)= 22.67 Hz), 126.5 (C-p), 135.4 (C-o, 2J("*C-""*Sn)= 56.63 Hz),
135.72 (C-9), 144.0 (C-8), 126.5 (C-3), 117.2 (C-5), 148.3 (C-i), 153.8 (C-12),
159.9 (C-7), 164.5 (C-1), 56.0 (C-25).; "'°Sn RMN (112.04 MHz, DMSO-4)5: -452.;
9Sn RMN (112.04 MHz, CDCl3)3: -335.; EM: (FAB*) [m/z] (%): [M*+1, 454] (13).;
EM-AR: (FAB®) [m/z]: 516.0496 (Calculada para CasHyoN,03Sn). Observada:
516.0492.
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Compuesto 1e

El compuesto 1e fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.0969 g de 5-
fluorosalicilaldehido (0.6920mmol), 0.2000 g
de 6xido de difenilestafio (0.6920 mmol) y
0.0762 g de 2-amino-3-hidroxipiridina
(0.6920 mmol), obteniéndose 0.1243 g
(34%) de un sdlido café que funde con

descomposicion entre  187-189  °C.;

Conductividad molar, Ay (1x10° M, metanol): 0.0 ohm™" cm?mol™ (no electrolito).;
UV-Vis [Metanol, Amax/nm (e/M'1cm'1)]: 218 (34228) n-n* (aromatico), 284 (7627) =n-
n* (aromatico), 377 (4232) n-n* (C=N), 443 (8045) n-r* (C=N).; IR (KBr) cm™: 3051
v(C-Harom), 1624 v(C=N), 1205 v(C-Farom), 696 v(Sn-C), 534 v(Sn-0), 445 v(Sn-N).;
'H RMN (300.52 MHz, DMSO-4)5: 6.95 (1H, dd, J= 4.80 Hz, J= 9.31 Hz, H-2),
7.22-7.37 (10H, m, H-3, H-10, H-11, H-m, H-p), 7.61 (4H, dd, J= 2.10 Hz, J=7.81
Hz, H-5, H-0), 7.78 (1H, dd, J= 1.80 Hz, J= 4.20 Hz, H-9), 9.39 (1H, s(*J('H-
M9M1751)= 28 Hz), H-7).; *C RMN (75.57 MHz, DMSO-4)3: 153.7 (C-4), 118.2 (C-
6), 124.3 (C-2), 126.4 (C-11), 126.3 (C-10), 128.6 (C-m, 3J("*C-""°Sn)= 80.10 Hz),
129.0 (C-p, *J(**C-"""Sn)= 52.89 Hz), 135.2 (C-o0, 2J(**C-""°Sn)= 53.27 Hz), 136.0
(C-9), 143.7 (C-8), 124.6 (C-3), 120.4 (C-5), 148.5 (C-i), 154.0 (C-12), 159.1 (C-7),
165.9 (C-1); ""°Sn RMN (112.04 MHz, DMSO-4)5: -434.; "'°Sn RMN (112.04 MHz,
CDCl3)3: -336.; EM: (FAB*) [m/z] (%): [M*+1, 504] (13).; EM-AR: (DART") [m/z]:
505 (Calculada para Cy4H17N20,SnF). Observada: 505.0375.

Compuesto 1f

El compuesto 1f fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1083 g de 5-clorosalicilaldehido
(0.6922 mmol), 0.2000 g de Oxido de
difenilestafio (0.6922 mmol) y 0.0766 g de 2-
amino-3-hidroxipiridina  (0.6922 mmol),
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obteniéndose 0.2089 g (59%) de un sdlido café que funde con descomposicién
entre 189-191°C.; Conductividad molar, Ay (1x10° M, metanol): 0.0 ohm™ cm?
mol” (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Ams/nm (¢/M'cm™)]: 221 (100637) n-n*
(aromatico), 285 (25020) =n-n* (aromatico), 378 (14045) n-n* (C=N), 443 (25624) n-
m* (C=N).; IR (KBr) cm™: 3052 v(C-Harom),1606 v(C=N), 1071 v(C-Clarom), 697 v(Sn-
C), 534 v(Sn-0), 444 v(Sn-N).; '"H RMN (300.52 MHz, DMSO-4)5: 6.86 (1H, d, J=
9.01 Hz, H-2), 7.22-7.34 (8H, m, H-10, H-11, H-m, H-p), 7.60 (4H, dd, J= 2.10 Hz,
J=7.51 Hz, H-0), 7.43 (1H, dd, J= 3.0 Hz, J= 9.01 Hz, H-3), 7.79 (2H, dd, J= 1.80
Hz, J= 4.80 Hz, H-9, H-5), 9.33 (1H, s (*J('"H-""¥"""Sn)= 55 Hz), H-7).; *C RMN
(75.57 MHz,DMSO-4)5: 120.3 (C-4), 114.9 (C-6), 124.9 (C-2), 126.5 (C-11), 126.4
(C-10), 128.6 (C-m, 2J("*C-""%Sn)= 107.66 Hz), 129.0 (C-p, *J("*C-""9Sn)= 22.14
Hz), 135.3 (C-o, 2J("*C-""Sn)= 70.43 Hz), 136.1 (C-9), 143.7 (C-8), 136.3 (C-3),
135.3 (C-5), 148.5 (C-i), 154.1 (C-12), 159.1 (C-7), 168.0 (C-1); ""®Sn RMN
(112.04 MHz, DMSO-4)5: -443.; ''°Sn RMN (112.04 MHz, CDCls)3: -336.; EM:
(FABY) [m/z] (%): [M*+1, 521] (13).; EM-AR: (FAB*) [m/z]: 520.0001 (Calculada
para C4H17N20,SnCl). Observada: 519.9999.

Compuesto 1g

El compuesto 1g fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1391 g de 5-
bromosalicilaldehido (0.6922 mmol), 0.2000
g de oxido de difenilestafio (0.6922 mmol) y
0.07622 g de 2-amino-3-hidroxipiridina
(0.6922 mmol), obteniéndose 0.2064 ¢

(59%) de un solido naranja que funde con

descomposicion  entre  179-181 °C.;
Conductividad molar, Ay (1x10 M, metanol): 0.0 ohm™ cm?mol™ (no electrolito).;
UV-Vis [Metanol, Amax/nm (¢/M'em™)]: 220 (68595) n-n* (aromatico), 285 (14091)
n-n* (aromatico), 377 (7999) n-n* (C=N), 440 (14231) n-r* (C=N).; IR (KBr) cm™
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3050 v(C-Harom),1599 v(C=N), 1070 v(C-Brarom), 696 v(Sn-C), 533 v(Sn-0), 444
v(Sn-N).; '"H RMN (300.52 MHz, DMSO-4): 6.89 (1H, d, J= 9.01 Hz, H-2), 7.22-
7.33 (8H, m, H-10, H-11, H-m, H-p), 7.60 (4H, dd, J= 2.10 Hz, J= 7.51 Hz, H-o),
7.53 (1H, dd, J= 2.7 Hz, J= 9.01 Hz, H-3), 7.90 (1H, d, J= 2.70 Hz, H-5), 7.79 (1H,
dd, J= 1.80 Hz, J= 4.20 Hz, H-9), 7.90 (1H, d, J= 2.70 Hz, H-5), 9.38 (1H, s (3J('H-
M9M751)= 27 Hz), H-7).; *C RMN (75.57 MHz, DMSO-4)3: 120.8 (C-4), 107.5 (C-
6), 125.3 (C-2), 126.5 (C-11), 126.4 (C-10), 128.6 (C-m, J(**C-""°Sn)= 107.66 Hz),
129.0 (C-p, *J(**C-"""Sn)= 22.14 Hz), 135.2 (C-o0, 2J(**C-""°Sn)= 70.43 Hz), 136.1
(C-9), 143.7 (C-8), 138.9 (C-3), 138.4 (C-5), 148.5 (C-i), 154.0 (C-12), 159.0 (C-7),
168.3 (C-1).; "'9Sn RMN (112.04 MHz, DMSO-46)5: -443.; "'°Sn RMN (112.04 MHz,
CDCl3)d: -336.; EM: (FAB*) [m/z] (%): [M*+1, 521] (13).; EM-AR: (FAB*) [m/zZ]:
563.9495 (Calculada para C,4H17N20>SnBr). Observada: 563.9495.

Compuesto 1h

El compuesto 1h fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1716 g de 5-yodosalicilaldehido
(0.6922 mmol), 0.2000 g de oxido de
difenilestafio (0.6922 mmol) y 0.07622 g de 2-
amino-3-hidroxipiridina (0.6922 mmol),
obteniéndose 0.2961 g (67%) de un sdlido rojo

que funde con descomposicion entre 190-192
°C.; Conductividad molar Ay (1x10° M,
metanol): 0.0 ohm™ cm?mol™ (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Ams/nm (¢/M'cm’
": 226 (116309) n-n* (aromatico), 441 (15068) n-r* (C=N).; IR (KBr) cm™: 3050
v(C-Harom),1590 v(C=N), 1069 v(C-larom), 694 v(Sn-C), 531 v(Sn-0), 445 v(Sn-N).;
'H RMN (300.52 MHz, DMSO-¢)5: 6.77 (1H, d, J= 9.02 Hz, H-2), 7.22-7.32 (9H, m,
H-10, H-11, H-m, H-p), 7.60 (4H, dd, J= 2.10 Hz, J= 7.51 Hz, H-0), 7.65 (1H, dd, J=
2.40 Hz, J= 8.72 Hz, H-3), 7.79 (1H, dd, J= 1.50 Hz, J= 4.20 Hz, H-9), 8.01 (1H, d,
J= 2.10 Hz, H-5), 9.32 (1H, s (CJ('"H-"""1""Sn)= 55 Hz), H-7).; *C RMN (75.57
MHz, DMSO-4)3: 77.7 (C-4), 121.8 (C-6), 125.6 (C-2, C-11), 126.4 (C-10), 128.6
(C-m, 3J("*C-""%Sn)= 82.37 Hz), 129.0 (C-p, *J("*C-""°Sn) 17.62 Hz), 135.0 (C-o,
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2J("3C-""%sn)= 52.89 Hz), 136.0 (C-9), 143.7 (C-8), 144.4 (C-3), 144.5 (C-5), 148.5
(C-i), 154.0 (C-12), 159.0 (C-7), 168.8 (C-1).; ""°Sn RMN (112.04 MHz, DMSO-)5:
-443.; "9Sn RMN (112.04 MHz, CDCl5)3: -336.; EM : (FAB*) [m/Z] (%): [M*+1, 505]
(13).; EM-AR: (FAB") [m/z]: 612 (Calculada para CoysH:7N2O2Snl). Observada:
612.9434.

Compuesto 1i

El compuesto 1i fue sintetizado al hacer
reaccionar 0.1 mi de 5-
metoxisalicilaldehido  (0.8011 mmol),
0.2314 g de 6xido de difenilestafio (0.8010
mmol) y 0.0882 g de 2-amino-3-
hidroxipiridina (0.8010 mmol),
obteniéndose 0.2493 g (57%) de un solido
naranja que funde con descomposicion
entre 198-200 °C.; Conductividad molar, Aw(1x10 M, metanol): 0.0 ohm™" cm?mol"
' (no electrolito).; UV-Vis [Metanol, Amscnm(€/M'cm™)]: 218 (49016) n-n*
(aromatico), 289 (9673) n-n* (aromatico), 370 (7394) n-n* (C=N), 461 (9487) n-n*
(C=N).; IR (KBr) cm™: 3050 V(C-Harom),1623 v(C=N), 1244 v(C-OCHzarom), 695
v(Sn-C), 535 v(Sn-0), 443 v(Sn-N).; '"H RMN (300.52 MHz, DMSO-¢)d: 6.91 (1H,
d, J= 9.01 Hz, H-2), 7.11-7.37 (10H, m, H-5, H-11, H-m, H-p), 7.64 (3H, d, J= 1.50
Hz, J= 7.20 Hz, H-0), 7.14 (1H, dd, J= 3.30 Hz, J= 9.31 Hz,H-3), 7.77 (1H, dd, J=
1.50 Hz, J= 4.20, H-9), 7.64 (3H, dd, J= 1.50 Hz, J= 7.51 Hz, H-10), 9.43 (1H,
sCJ('H-""1""5n)= 29 Hz), H-7), 3.74 (3H, s, H-25).; *C RMN (75.57 MHz, DMSO-
46)0: 150.6 (C-4), 117.9 (C-6), 123.9 (C-2), 126.5 (C-11), 135.4 (C-10), 125.9 (C-
m, 3J("*C-""Sn)= 22.67 Hz), 126.5 (C-p), 135.4 (C-o, 2J("*C-""*Sn)= 56.63 Hz),
135.72 (C-9), 144.0 (C-8), 126.5 (C-3), 117.2 (C-5), 148.3 (C-i), 153.8 (C-12),
159.9 (C-7), 164.5 (C-1), 56.0 (C-25).; "'°Sn RMN (112.04 MHz, DMSO-4)5: -452.;
"9Sn RMN (112.04 MHz, CDCl3)3: -335.; EM: (FAB*) [m/z] (%): [M*+1, 454] (13).;
EM-AR: (FAB®) [m/z]: 516.0496 (Calculada para CasHyoN,03Sn). Observada:
516.0492.
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14 ANEXO DE PRUEBAS BIOLOGICAS
14.1 Procedimiento de ensayo de toxicidad en Artemia salina

Las pruebas se realizaron en el Laboratorio de pruebas bioldgicas en el Instituto
de Quimica, 6rgano dependiente de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM); bajo la direccion del M. en C. Antonio Nieto. Para esta prueba fueron

utilizados quistes de Artemia pertenecientes a una cepa comercial llamada Azul.

La eclosion de los quistes de Artemia se inicid con 48 horas antes de comenzar
con el ensayo de toxicidad. El estudio de prueba seleccionado fue el segundo
instar larvar de nauplio (48 horas)."?Para la caracterizacién de la cepa se
hidrataron 0.5 mg de quistes en una copa plastica con 30 mL de agua de mar
artificial. La iluminacion fue continua durante la eclosion de los quistes. La

aireacion fue suave y constante para mantener los quistes en suspension. 2

Para los complejos 1a-1i se pesaron entre 1.5-2.0 mg. Y se prepard una solucion
stock a una concentraciéon de 20 uM empleando DMSO (sulféxido de dimetilo),
como disolvente. A partir de la solucion stock se prepararon 500 plL, con una
concentracion de: 200 uM, 20 uM y 2uM, usando agua desionizada como

diluyente.

Para la determinacién del cernimiento primario se emplearon placas de 96 pozos
(Esquema 14.1.1), cada pocillo esta definido por un numero 1-12 (columnas) y una
letra A-H (filas). Posteriormente se tomd6 con una micropipeta Eppendorfuna
alicuota que tuviera 10 artemias en 100 pL de agua salina (agua de mar),
depositandose cada alicuota en cada uno de los pocillos a usar. Posteriormente se
agregaron 100 pL de las disoluciones anteriormente preparadas para alcanzar una
concentracion final de 100 pM, 10 uM y 1 uM usando como disolvente el agua
salina.

Se reservaron tres pocillos los cuales utilizaron para la adicion de 100 uL de la

solucion madre de K,Cr,O7; empleada como patrén.
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Solucién madre de K;Cr,04
Disolucion 1 uM

Disolucion 10 uM
Disolucion 100 uM

Esquema 14.1.1. llustracién de la adicion del patrén y las disoluciones de cada compuesto.

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

experimental.

Los nauplios se observaron usando un microscopio con 12.5 aumentos.
Inmediatamente después se agregaron 100 pL de etanol:acetona (50:50) a cada
pocillo, y se mantuvo a temperatura ambiente por 15 minutos para después contar
el numero total de larvas muertas en cada pocillo.

Para calcular el porcentaje de letalidad, se hizo un conteo total de las artemias
salinas muertas que hubo en cada pocillo para cada una de las concentraciones
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(se realizaron por triplicado), posteriormente se realizé6 el conteo total de las

artemias que habia en cada pocillo para cada una de las concentraciones y se

realiza

ron las siguientes ecuaciones en el siguiente orden para calcular el % de

letalidad para cada concentracion.

Artemias vivas = Artemias muertas — Artemias totales

Artemias acumuladas (1pM) = £ Artemias vivas (1uM), Artemias vivas (10
uM), Artemias vivas (100 uM).

Artemias acumuladas (10 uM) = ¥ Artemias vivas (10 uM), Artemias vivas
(100 uM).

Artemias acumuladas (100 uM)= z Artemias vivas (100 uM)

Artemias muertas acumuladas (1pM) = Z Artemias vivas (1pM)

Artemias muertas acumuladas (10uM) = £ Artemias vivas (1uM), Artemias
vivas (10 uM)

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

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

acumuladas + Artemias muertas acumuladas)) * 100%

La ecuacién 8 se realizé para cada concentracion, tal como se muestra en la tabla

14.1.1.

Tabla 14.1.1. Porcentaje de letalidad para cada compuesto a concentraciones de 1 uM, 10 uM y

100 uM.
Compuesto Concentracion (uM) Letalidad (%)

1 93.8
1a 10 96.7
100 97.7

1 90

1b 10 100

100 100
1e 1 47.2
10 87.2
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100 100
1 90.3
1d 10 98.3
100 100
1 49.1
1e 10 57.9
100 100
1 571
1f 10 92.6
100 98.8
1 75.9
1g 10 100
100 100
1 56.1
1h 10 83.3
100 100
1 23.5
1i 10 97.4
100 100
N=—
R S N/
S

1faR=H 1dR=0CH; 1gR=Br
1bR=CH; 1eR=F 1ThR=1
1c R=t-Bu 1fR=CI 1i R=NO;

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

siguiente cernimiento para calcular CLso.

Todos los compuestos mostraron un % letalidad menor a 100% en 100 uM,
respectivamente; por lo que se concluyé que su CLsygera mayor a 100 uM, por lo

cual se realiz6 el siguiente cernimiento para los compuestos 1a-1i.
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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 los compuestos 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 1g y 1h,

mientras que para el compuesto 1i se calcularon en 1/16 de logaritmos:

1a, 1d, 1f, 1g: 10 uM, 3.16 uM, 1 pM, 0.32 pM, 0.1 uM, 0.032 pM, 0.01 pM

1b, 1e: 10 uM, 5.62 pM, 3.16 uM, 1.78 uM, 1 uM, 0.56 uM, 0.32 pM

1h, 1c: 10 uM, 5.62 pM, 3.16 uM, 1.78 uM, 1 uM

1i: 31.62 uM, 17.78 pM, 10 pM, 5.62 uM, 3.16 uM, 1.78 uM, 1uM, 0.56 uM, 0.32
uM

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

correspondiente curva concentracion-respuesta cuantal de cada compuesto.

14.2 Procedimiento de ensayo de citotoxicidad por método de

sulforrodamina

Los ensayos de actividad citotdxica se llevaron a cabo en el laboratorio de pruebas
biolégicas del Instituto de Quimica, 6rgano dependiente en la Universidad
Nacional Autonoma 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 mieldégena crénica
e HCT-15: colon
e MCF-7: mama dependiente de estrégenos
e SKLU-1: pulmodn

Las lineas celulares humanas de cancer con las que se trabajoé tienen distinto

tiempo de duplicacion y con base a ello se establecid la densidad del inéculo
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(Tabla 14.2.1). Estas lineas forman parte del panel NCL (National Cancer Institute,
USA) y se adaptaron al medio de cultivo RPM1-1640 (Medio Roswell Park
Memorial Institute), adicionando con suero fetal bovino al 10%, una soluciéon de

antibiéticos-antimicéticos (100x, Gibco) al 1% y uM de glutamina.?*

Tabla 14.2.1. Tiempo de duplicacion de las lineas celulares utilizadas.

*Leucemia mielégena crénica.

Linea celular Procedencia Células/Pozo Tiempo de duplicacion (h)
U-251 Glioblastoma 7500 254
PC-3 Prostata 7500 28.7
K-562 Imc* 5000 19.0
HCT-15 Colon 10000 18.1
MCF-7 Mama 5000 25.6
SKLU-1 Pulmon 10000 245
MDA-MB-231 Mama 10000 39.5

Con excepcion de la linea celular K-562, las restantes se adhieren a las botellas
de cultivo y para su cosecha se adicion6 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 formando el paquete celular se adicioné6 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 suspension celular con 10 uL 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 100uL/pozo a la densidad

referida en las lineas anteriores.
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Para llevar a cabo los ensayos se utilizaron microplacas de plastico de 96 pozos.
Para cada placa se inoculé con dos lineas celulares por triplicado y se preincubo
por 24 horas a 37 °C en una atmédsfera de 5% de CO;, en el aire y 100% de
humedad relativa. Para realizar un cernimiento primario de los compuestos, se
utilizé una concentracion de 1 uM en el pozo y todas las muestras se solubilizaron
en sulféxido de dimetilo (DMSO) a 20 puM.

Después de la preparacion de las muestras a probar se agregaron 100 pL de
medio con su respectiva concentraciéon de compuesto, incubando las microplacas
por 48 horas bajo las condiciones de incubacion descritas con anterioridad. Al
finalizar el periodo de incubacién se procedio a la fijaciéon de los cultivos in situ,
afnadiendo 50 pL acido tricloroacético (TCA) frio al 50%, y se incubd durante 60

minutos a 4°C.%*

Una vez concluido el tiempo de incubacion, se desechd 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 realiz6 agregando
a cada pozo 100 pL de una solucién de sulforrodomina B al 0.4% de acido acético
por 30 minutos a temperatura, la SRB no unida se removié con lavados con acido
acético al 1% vy la placa se dejo secar a la intemperie durante 24 horas. A las
placas tenidas se les agregdé 100 pL de una solucion amortiguadora de
(hidroximetil) aminometano (TRIS) de 10 uM y se agitaron durante 10 minutos
para favorecer la disolucion del complejo. Por ultimo, se midié la densidad optica

(DO) en un lector de microplacas (BIOTEK) a una longitud de onda de 515 nm.
24,35

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
testigos, que corresponden a aquellos que no contienen células, es decir, solo
medio de cultivo con el compuesto (DObg). Adicionalmente se manejan tres pozos

tratados con DMSO (DOc), y corresponden a aquellos que no contienen células,
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pero si el DMSO (DObg). El porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular (%

IC) se calculd con la ecuacién: 243°

%IC = 100 — (DOt-DObg / DOc-DObg)*100

14.3 Procedimiento de actividad antioxidante mediante la técnica de 2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo.

Para cada ensayo se prepardé 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 subsiguiente se transfiri6 a un frasco ambar cubierto con

papel aluminio para evitar su rapida degradacién.®*%’

Para los complejos 1a-1i se pesaron entre 1.5-2.0 mg. A partir del peso molecular
y el peso obtenido se hizo la relacion para tener una solucion stock de 500 pL con
una concentracion de 20 uM empleando sulfoxido 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 (Esquema 14.3.1) de una placa con 96 pocillos, cada pocillo esta definido
por un numero 1-12 (columnas) y una letra A-H (filas); donde se les anadié 150 uL
de una disolucion de DPPH 133.33 uM hasta alcanzar una concentracién de 1uM,
10 uM y 100 uM de cada disolucion del compuesto y una disolucién final de DPPH
de 100 pM.
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200 puLEtOH
150 uLEtOH + 150 uL disolucion correspondiente 1uM, 10uM, 100 uM
150 uLEtOH + 150 pL disolucion DPPH 100 uM

50 pL disolucion 4 uM + 150 pL disoluciéon DPPH 133.3 uM = 200 uL de disolucion final de 1

uM vy disolucion final DPPH 100 uM.

50 pL disolucion 40 uM + 150 pL disolucion DPPH 133.3 uM = 200 pL de disolucion final de

10 uM y disolucién final DPPH 100 uM.

50 pL disolucion 400 uM + 150 pL disolucion DPPH 133.3 uM = 200 uL de disolucion final de
100 uM y disolucién final DPPH 100 uM.

Esquema 14.3.1. Preparacion de las concentraciones a trabajar para cada compuesto para la

determinacion de actividad antioxidante.

Una vez terminada la adicion de las soluciones, se 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.

Posteriormente se realizé un promedio para cada concentracion 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.

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes (n =3).

La actividad antioxidante se calcula con la formula:
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% de reduccion = (C-E/C)*100
DPPH se expresa como porcentaje de reduccion donde:
C = DO de control (DPPH 100 pM).™

E = DO del experimental (mezcla DPPH 100 uM + compuesto problema)

14.4 Procedimiento de actividad antioxidante mediante la técnica de

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS).

Inicialmente se sacrifico a la rata en una camara de CO,, posteriormente se
extrajo el cerebro completo y se colocé en una solucién salina 0.9% fria. Se lavo
el cerebro con agua destilada para eliminar los restos de sangre y se peso.
Después se le agregd 10 mL de un buffer de fosfatos (9.5 mM, pH = 7.4) por cada
gramo de cerebro (10 mg/g) y se homogeneizé durante 60 segundos. Finalmente
se centrifugd por 10 min a 3000 rpm y se recupero el sobrenadante.

Posteriormente se adicioné en cada pocillo 25 uL de reactivo de Folin disuelto en
agua (1:1), se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente y al terminar se
midié la absorbancia de 540 nm. La concentracion de proteina se ajusto a 2.6 mg
proteina/mL.

En un bafio se colocaron tubos de 1.5 mL y en cada uno de ellos se adicion6 por
duplicado 375 uL de sobrenadante, 50 uL de EDTA 20 uM disuelto en solucién
salina al 0.9% (concentracion final de 2 uM) y 25 pL de la muestra (20 veces mas
concentrada). Estos tubos se incubaron durante 30 min a 37°C con agitacion
constante. Después de este tiempo se agregé en cada tubo 50 puL de FeSO,4 100
uM fresco (concentracion final de 10 puM) y se incub6é nuevamente por 1 hora a

37°C con agitacion.

Una vez finalizado el tiempo de incubaciéon se agregd en cada tubo 500 uL de

reactivo TBA y se incubé nuevamente en un bafo de hielo durante 10 min,
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después se centrifugd durante 5 min a 12000 rpom a temperatura ambiente. Se
volvié a incubar en un bafio de agua a 70-80 °C y se enfri6 posteriormente para
tomar por duplicado una alicuota de 200 uL de cada tubo y colocarlos en un pozo

de una placa de 96 micropozos.

Finalmente se midi6 la absorbancia a 540 nm e interpolaron los datos con los

datos obtenidos en la curva estandar.
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