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Il GLOSARIO DE ABREVIATURASY SIMBOLOS
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111 INTRODUCCION

El Tripanosoma cruzi es el agente etiol 6gico de la enfermedad de Chagas, que afecta
aproximadamente a 24 millones de personas desde California Meridional hasta
Argentinay Chile.! Esta enfermedad es considerada un problema de salud pdblica en
América Latina tomando € segundo lugar después de la malaria en mortalidad.
Actuamente esta patologia se trata con agentes nitroheterociclicos tales como
nifurtimox y benznidazol, pero esta quimioterapia es todavia inadecuada debido a que
causa toxicidad sistemética y efectos adversos tales como anorexia y depresion del
sistema nervioso central.? Ademéas hay reportes de mutagénesis y dafio al ADN en
ciertas bacterias por parte del nifurtimox, debido a ésto es necesario tener un mayor

conocimiento de como estos farmacos interactlan con los componentes celulares.

Para clarificar la accién citotoxica de benznidazol y nifurtimox se investigo la
reduccion electroquimica de ambos farmacos en medio aprético y se comparé su
comportamiento electroquimico en presencia de la pseudobiomolécula glutation con €l
propésito de investigar cua de los intermediarios electrogenerados es susceptible de

interactuar con esta molécula.

La etapa inicial del estudio consistio en readlizar un examen cualitativo del
comportamiento rédox de ambos farmacos mediante voltamperometria ciclica en medio

aprotico. Se hizo un andlisis de los parametros voltamperométricos. potencial de pico,
E, , corriente de pico ,i, y potencial de media onda, Ey2 y se encontré que en medio

aprotico estos compuestos muestran € comportamiento tipico de los nitroarométicos, en



medio aproético. Dos ondas de reduccidn, la primera correspondiente a par redox nitro

neutro-anion radical NO, / R— NO;™, en el que el grupo nitro se reduce a anion radical,
via la transferencia de un electron y la segunda al par anién radical-hidroxilamina

R-NO; /R—NH —OH, en el que el anién radical nitro se reduce a la hidroxilamina

correspondiente, via tres electrones y cuatro protones. No se encontraron complicaciones

cinéticas debidas a reacciones de autoprotonacion.

En la segunda etapa se hizo un andisis voltamperométrico del efecto de la
concentracion de glutation, para caracterizar |as asociaciones intermoleculares entre éste y
las especies reducidas de los farmacos. Se encontré que solo e dianion nitro de benznidazol
fue lo suficientemente basico para interaccionar, via una asociacion por puente de

hidrégeno, con la pseudobiomol écula glutation.

Se rediz6 coulometria a potencial controlado para obtener informacion sobre la
estabilidad del anion radical a escalas de tiempo grandes (minutos) y confirmar €l nimero
de electrones aparente ny, involucrados en la formacion del anion radical. Los resultados de
estos experimentos mostraron que a tiempos grandes, el anion radical de estos compuestos

experimenta multiples reacciones que no permitieron detectar €l Ny,

Para la deteccion del anion radical R— NO;™ relacionado con la accion citotoxica de
ambos farmacos, se empled la espectroscopia UV-vis acoplada a la técnica electroguimica
de dectrélisis preparativa.® Con estos experimentos fue posible detectar a anién radical
nitro de nifurtimox y benznidazol a una longitud de onda de A = 675 nm y A = 500 nm

respectivamente.
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Capitulo 1

ANTECEDENTES
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Facultad de Quimica UNAM Antecedentes

1. Antecedentes

Los antichagésicos de interés en este trabgjo de investigacion, nifurtimox y
benznidazol (figura 1.1), poseen en su estructura un grupo nitro, -NO,, cuya reduccién
constituye la base de su aplicacion clinica Su actividad biolégica y sus efectos

citotoxicos se han asociado con las especies derivadas de la electrorreduccion del grupo

NO,
H\ NH
o)

L\ﬁ?o )
[ 1 (-
@)

nitro en medios fisiol 6gicos.

(b)

Figura 1.1 Estructura quimica de los farmacos:
a) nifurtimox, b) benznidazol

Sanchez Urban Guadalupe Diana 2



Facultad de Quimica UNAM Antecedentes

1.1 Actividad bioldgica de los grupos nitro

Numerosos compuestos nitroarométicos son manufacturados para su uso en la
industria farmacéutica. Los principal es usos farmacéuticos de estos compuestos son como
agentes antibacteriales, antiprotozoarios y anticancerigenos.® El tipo de propiedades
bioldgicas de los diferentes nitrocompuestos depende de la facilidad con la que € grupo
nitro sufre procesos de reduccion intracelularmente, durante su biotransformacion a la
amina correspondiente.*” Por ejemplo, los nitroimidazoles son selectivamente t6xicos
sobre bacterias y protozoarios anaerobios, ya que € grupo nitro acepta electrones en
potenciaes que en células aerdbicas no son posibles de generar. Otros nitrocompuestos
tienen accion tripanomicida cuando existen flavoproteinas en € medio que permiten la

reduccién del nitrocompuesto.®

La desventgja de usar estos compuestos es debido a que durante su reduccion se
genera el anion radical nitro, R— NO,™, una especie reactiva que exhibe citotoxicidad en
varios sistemas celulares, incluyendo las células de los mamiferos, los protozoarios y las
bacterias.’ Una de las posibles vias de accién de este anién radica es a través de la
interaccion con las hebras helicoidales del ADN, causando dafios a oxidar la doble
hélice.’ Otra posibilidad es que este anién radical genere especies reactivas de oxigeno
como el anion superdxido o e peroxido de hidrogeno a transferir electrones a oxigeno
molecular, |as cuales pueden causar dafio celular directamente por reaccionar con diversas
macromoléculas biolégicas tales como los lipidos, € DNA y las proteinas, o

indirectamente por la generacion de radicales hidroxilo altamente reactivos.™*2

Sanchez Urban Guadalupe Diana 3



Facultad de Quimica UNAM Antecedentes

Sin embargo € anién radica no es @ Unico intermediario que presenta efectos
citotdxicos, ya que diversos experimentos in situ han demostrado que la hidroxilamina
formada durante |a reduccién de los nitroimidazoles causa dafio al ADN.* Los diversos
intermediarios, generados son una consecuencia directa de los compleos esquemas de
reaccion que presentan los procesos de reduccion, ya que € nitro es capaz de aceptar

hasta sei's el ectrones para su compl eta reduccion a la amina correspondientes, como se ha

observado en el caso de lareduccion eectroquimica de los nitroarométicos (figura 1.2).*

El conocimiento de las caracteristicas redox de |os compuestos nitroaromaticos y sus
intermediarios, llega a ser relevante para anticipar sus efectos toxicos en sistemas
biol6gicos, ya que diversos estudios han demostrado que los potenciales de reduccion del

grupo nitro estan correlacionados con la actividad antimicrobiana de estos compuestos.®
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Figura 1.2 Serie de reacciones de intercambio de protones y
€l ectrones para compuestos nitroarométicos.
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1.2 Electroquimica de los grupos nitro

Los estudios electroquimicos de los mecanismos de reduccion de los compuestos
nitroaromaticos comenzaron desde principios del siglo veinte, una parte de estos estudios
involucro e uso de mezclas de disolventes no acuosos y soluciones acuosas, para
determinar la estabilidad de los intermediarios electrogenerados. Se encontrd que la
reduccién de estos compuestos depende de la naturaleza del medio de reaccion y de su
estructura quimica® Por lo que es importante tener una visién genera del

comportamiento electroquimico de los nitro en medios préticosy aproticos.

1.2.1 Electroquimica de los compuestos nitro en medio protico

Para caracterizar el comportamiento rédox de los compuestos nitro y para estudiar
los mecanismos de sus reacciones reédox, se han redlizado varios estudios
voltamperométricos en medios préticos, encontrando que la reduccion de los
compuestos nitro, puede presentar una o dos ondas de reduccién dependiendo de las
condiciones del medio de trabagjo. La reduccion de los compuestos nitroaromaticos en
soluciones acuosas presenta una primer onda, la cual se ha asignado a la reduccién del
grupo nitro, viala adicion de cuatro €l ectronesy cuatro protones, para dar como resultado

laformacidn de la hidroxilamina correspondiente (ecuacion 1.1).

R-NO, + 4¢ + 4H* —> R—NHOH + H,O (1.1)
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En medios &cidos, e derivado hidroxilamina es ademéas reducido a su amina

correspondiente en un segundo paso, viala adicién de dos electrones y dos protones.’’

R-NHOH, + 260 + H" - R-NH, + H,O (1.2

1.2.2 Electroquimica de los compuestos nitro en medio aprotico

Los estudios realizados del comportamiento voltamperométrico de los compuestos
nitro, sin protones acidos en su estructura quimica, en medios apréticos han dado a
conocer la formacion del anion radical nitro bgjo diferentes condiciones de trabgjo. La
reduccion del nitro en este medio genera dos procesos catddicos, representadas como
dos ondas de reduccion (figura 1.3). La primera onda se asigna a la reduccion del grupo
nitro a anién radica nitro, via la transferencia de un electron. La segunda onda se
atribuye a la formacién de la hidroxilamina, por la reduccion del anion radical, viatres

electrones y cuatro protones, pasando por la especie dianion nitro,R— NOZ, una

especie de caracter basico, formada por latransferencia de un electron a anion radical.
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Figura 1.3 Voltamperograma ciclico de 2-nitrofurano 1 mM en acetonitrilo
velocidad de barrido 1 Vs™,

El mecanismo de reduccién general se representa a continuacion (ecuacion
1.3y 1.4)

R-NO, + 1&& — R-NO; (1.3)

R-NO;, + 3 + 4H"™ —» R-NHOH + H,O (1.4)

1.3 Puente de Hidrogeno

Entre las fuerzas que participan o que favorecen los procesos de asociacion entre
mol éculas orgénicas o inorganicas, se encuentran atracciones electrostéticas entre sitios
con carga opuesta del tipo i6n-idn y dipolo-dipolo, fuerzas de Van der Waals, efectos

hidrofébicos y puentes de hidrégeno.®
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Los puentes de hidrégeno son interacciones moleculares del tipo no covaente
(figural.4a) que se forman por aomos de hidrogeno localizados entre &omos
electronegativos. Cuando un &omo de hidrégeno esta unido covalentemente a un &omo
electronegativo como e oxigeno o € nitrogeno, asume una densidad (3) de carga
positiva, debido a la elevada electronegatividad del @omo vecino. Esta deficiencia
parcia en electrones, hace a los atomos de hidrégeno susceptibles de atraccion por los
electrones no compartidos de los &omos de oxigeno o nitrégeno. Asi que € puente de
hidrégeno es un tipo de atraccion dipolar particularmente fuerte, mas de 40 kJ mol™, en
el cua un aomo de hidrégeno hace de puente entre dos atomos electronegativos,
sujetando al primero con un enlace covalente (donador de puente de hidrégeno) y al otro

(aceptor de puente de hidrégeno) con fuerzas puramente el ectrostéticas.* %

waTAEY

Figura 1.4 Representacion gréfica del
puente de hidrégeno entre moléculas de
agua.
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Este tipo de enlace se presenta ampliamente en sistemas quimicos-biol 6gicos formando
parte del reconocimiento molecular entre las dos cadenas poliméricas que forman el ADN
asi como entre substratos con sus receptores.”® Segun los estudios de Watson y Crick la
unién de las cadenas poliméricas del ADN se realizan mediante puentes de hidrégeno entre
los nucledtidos que lo componen (figural.4b), los cuales a su vez estén formadas por una
base nitrogenada, un azlcar denominada desoxirribosa y un grupo fosfato. Otra
caracteristica de gran importancia, es la participacion de puente de hidrogeno en la

formacion de la estructura terciariadel ADN, ya que da estabilidad ala doble hélice

g
c <
HEZ 2O _H
Timina |

Azlcar \C’N‘H., ,(!‘, N
T TTTTI ~d NPR

3
(o] |Adeninal | \CH
HCQN,CE !
2 puentes de Azlcar

Hidr6geno

H 'f 3 puentes de
ne? e My Hidrégeno

Citosinal | e,

Azﬁcar'N‘lcl:’N"-r ﬁ

“He. LCo N
N ~Cc
éGuanfnq& \/CH
'}' °N l\k.ﬁuzu-::ar
H

)
”,
‘

H.

Figura 1.5 Representacion grafica del puente de hidrégeno
entre las bases nitrogenadas del ADN.
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1.3.1 Asociacion por puente de hidrégeno entre especies idnicas y neutras

Para estudiar las interacciones por puente de hidrogeno que involucran especies
cargadas dificiles de aidar, se utilizan técnicas electroquimicas acopladas con técnicas
espectroscopicas que permiten caracterizar 1os iones generados in situ. Estos tipos de
acoplamientos tienen como ventaja € permitir estudiar la formacion de puentes de

hidrogeno entre las especies en sus diferentes grados de oxidacion (-, 0, +).

El estudio de las asociaciones por puente de hidrégeno entre sistemas tipo anion-neutro
se ha redlizado utilizando la técnica de voltamperometria ciclica, basandose en la
observacion de los cambios en la posicion del pico voltamperométrico en funcion de la

concentracién del donador de puente de hidrégeno (DH).%

Los modelos utilizados para describir cuantitativamente la asociacion entre un producto
rédox y un donador de puente de hidrogeno, se basan en las variaciones de potencia de
media onda del proceso rédox.?* Por gjemplo el modelo de asociacion en el que las bases
electrogeneradas no estdn protonadas y se observa que su comportamiento
voltamperométrico permanece reversible. En el caso contrario, s e donador DH es lo
suficientemente &cido como para protonar a los aniones e ectrogenerados, € mecanismo
cambia, lo cua se ve reflegado en cambios en los potenciales de pico catddico y en la

irreversibilidad de los procesos.®*

Sanchez Urbéan Guadalupe Diana 11



Facultad de Quimica UNAM Hipotesis

HIPOTESIS

Si se ha propuesto que el anion radical nitro u otra especie electrogenerada, durante la
electrorreduccion de los farmacos nifurtimox y benznidazol en ambientes biol égicos, puede
ser el causante de la actividad antichagésica de éstos. Entonces, es de esperarse que la
adicion controlada de una pseudobiomolécula a estos compuestos pueda distinguir, via
cambios en e potencia y corriente de la primera o segunda ondas de reduccién, cua esla

especie nitro con la que la pseudobiomol écula esta interaccionando.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar cual es la especie anidn radical o dianion nitro provenientes de la reduccién
electroquimica de nifurtimox o benznidazol, con la que interactlia la pseudobiomolécula

glutation, lacua simula el ambiente bioldgico de una proteina.
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OBJETIVOSPARTICULARES

1.-Caracterizar electroquimicamente a los nitroheterociclos Nifurtimox y Benznidazol

mediante voltamperometria ciclica en medio aprotico

2.- Investigar |la estabilidad del anién radical en medio aprético a tiempos cortos, a escala
de segundos via voltamperometria ciclica y a tiempos largos a una escala de minutos via

coulombimetria

3.- Determinar las modificaciones en los procesos de e ectrorreduccion del grupo nitro de
los farmacos nifurtimox y benznidazol, en presencia de la pseudobiomolécula glutation
para dilucidar el intermediario reactivo anion radical o dianién con e que interactla la
pseudobiomolécula e investigar 1a naturaleza de la interaccion. Si ésta es una interaccion

supramolecular del tipo puente de hidrégeno o via una protonacion directa.

4.- Detectar a anion radical nitro a potencial controlado en medio aprético por

espectroelectroquimica UV-vis.
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Capitulo 2

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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2.1 Equipo y materiales

Los experimentos de voltamperometria ciclica, se realizaron empleando un
potenciostato Autolab PGSTAT100 conectado a una computadora personal para el
almacenamiento de datos registrados por un software GPES. Se utiliz6 un arreglo de tres
electrodos (figura 2.1), como electrodo de trabgjo se utilizé un electrodo de carbén vitreo
de 0.2827mm? de superficie, un alambre enrollado de platino como electrodo auxiliar y un
electrodo de plata-cloruro de plata en solucion acuosa como electrodo de referencia (BAS).

El electrodo de trabajo se pulio antes de cada medicion utilizando pasta de alimina de

Blehler de 0.5um.
| 5 : El ectr_odo de

Alimentacion \ Trabgjo
de gasinerte

Electrodo de

—_—
Referencia El ec_tr_odo
Auxiliar

Figura 2.1 Celda electroguimica con un sistema de tres
electrodos.
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Los experimentos de coulometria se redizaron en una celda que consta de tres
electrodos, como electrodo de trabajo se utilizd un macroelectrodo de platino, un electrodo
de plata-cloruro de plata en solucion acuosa como electrodo de referencia (BAS), y como
electrodo auxiliar un alambre enrollado de platino, que se colocd en un compartimiento

especial separado de la disolucion de trabajo por un disco de vidrio poroso.

La espectroscopia UV-vis se realizé en un espectrofotdmetro de UV-vis Agilent 8453
de arreglo de diodos (figura 2.2) acoplado a un Potenciostato/Galvanostato modelo Epsilon
de Bioanalytical Systems Inc. BAS 100B/W. Se utilizaron como electrodo de trabajo una
malla de platino, un electrodo de platino como electrodo auxiliar (BAS) y un electrodo de
plata-cloruro de plata como electrodo de referencia (BAS). Se utilizd una celda de cuarzo

con 1mm de paso optico.

Indicador
e Botones
Interrupior con luz
verde

Figura 2.2 Vista delantera del espectrofotometro UV-vis
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2.2 Reactivos

Los medicamentos utilizados son; nifurtimox 4-[(5-nitrofurfurilideno)amino]-3-
metiltiomorfolina-1,1-dioxido extraido de la forma farmacéutica Lampit y benznidazol (N-
benzil-2 nitro-1H- imidazol -1-acetamida), de Aldrich Chem. La pureza de estos
compuestos se comprobd por medio de cromatografia de capa fina. El nitrobenceno fue
purificado por sublimacién al vacio. La pseudobiomol écula glutatién se obtuvo de SIGMA,
en su forma reducida C;o0H17N306S (Glu-Cys-Gly: GSH) .El electrolito soporte utilizado,
tetrafluoroborato de tetraetilamonio, Et;NBF4;, (99% Aldrich), se purificO por
recristalizacion de par de disolventes metanol-hexano, se secd a vacio con un rotavapor
Blchi a una temperatura de 50 °C y una presion de 3mmHg durante 8 horas. Como
disolvente se utilizé acetonitrilo (CH3CN Aldrich), e cua fue destilado en presencia de
pentdxido de fosforo (P,Os Aldrich) para remover trazas de humedad. Se uso nitrégeno de

ultra alta pureza marca Praxair.
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NO,_ _O S %NWNH
T —

nifurtimox benznidazol

nitrobenceno

SH
(0] (0] (0]
| | H\)\
OH N OH
NH»

Glutation

Figura 2.3 Representacion estructural de la pseudobiomol écula glutation
y de los compuestos nitro utilizados en este trabajo de investigacion.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Voltamperometria ciclica

Como medio electrolitico se utilizd una solucion de tetrafluoroborato de tetraetilamonio
(TFBTEA) 0,1M en acetonitrilo, a la cua se le hizo pasar una corriente de nitrégeno.
Después de verificar la ausencia de respuestas de Oxido-reduccion en el medio electrolitico,
éste se utilizo para preparar las disoluciones 1mM de los andlitos, las cuales se burbujearon
con N durante 10 minutos antes de redlizar |os experimentos. Las adiciones de la solucion

de la pseudobiomol écula glutation, se realizaron en el orden de microlitros pl.

El electrodo de referencia se colocO en acetonitrilo durante 30 minutos antes de ser
utilizado para minimizar €l potencial de union liquida.En larealizacion de los experimentos
la disolucion se mantuvo en reposo y se empled un intervalo de velocidades de barrido de
100 a 10000 mV/ s. Como andlisis preliminar se obtuvo la ventana de electroactividad del
sistema electrolito-disolvente, la cual se encontré en e intervalo de -2000 a 1000mV
referido a potencial plata-cloruro de plata Ag/Ag®. Los barridos se iniciaron en sentido

negativo, y se realizaron dos ciclos de perturbacion.

En este estudio de VC se hizo uso de la técnica de corte entre picos (wave clipping)

paralaasignacion de los picos catddico y anddico correspondientes.
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2.3.2 Coulometria

La concentracion empleada de los farmacos para este tipo de experimentos fue de 2
mM. En este trabgjo, e potencia de electrélisis se seleccioné 10 mV mas negativo del
potencia de reduccion de la primera onda para garantizar la reduccion del nitro a anion
radical nitro. Con € proposito de electrolizar toda la muestra presente, la solucion se agitd
permanentemente con un agitador magnético y fue burbujeada con nitrogeno durante el

transcurso del experimento.

2.3.3 Espectroelectroquimica UV-vis.

Se midi6 un blanco del medio electrolitico en la espectroscopia UV-vis,
obteniéndose el espectro del andito 1ImM antes de ser sometido a la electrolisis. El
potencial aplicado para llevar a cabo la eectrdlisis fué 10 mV mas negativo que €
potenciad de reducciéon de la primera onda. Se readlizaron los experimentos
espectroel ectroquimicos registrando |os espectros UV-vis a interval os regulares de tiempo

durante la€ectrolisis.
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2.3.4 Simulacion tedrica de los espectros UV-vis

La optimizacion de la geometriay los calculos de frecuencia se llevaron a cabo de acuerdo
a la teoria funcionales de la densidad (DFT) usando el nivel B3LYP/6-316* con €
programa Spartan’06. Para los aniones radicales se utilizo e método no restringido. La
optimizacién estructural fue seguida por célculos de frecuencia para asegurar que no hay

frecuencias imaginarias.
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Capitulo 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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3. Resultados y discusion

En este trabgo de investigacion, se presenta un estudio in situ mediante
voltamperometria ciclica y coulombimetria del comportamiento electroquimico de los
antichagésicos, nifurtimox y benznidazol en presenciay ausencia de la pseudo-biomolécula
glutation que simula un ambiente bioldgico a nivel del componente celular, proteina. Este
andlisis comparativo se hizo con e proposito de determinar las modificaciones en los

procesos de electrorreduccion del grupo nitro en presencia del glutation. Se prestd una
particular atencion a par R—NO,/R—NO; e cua se ha informado, juega un papel

importante en la actividad antichagasica de los farmacos. Un conocimiento de las
propiedades electroquimicas es esencia para un meor entendimiento de la actividad
biolégica y de las propiedades de los radicales libres generados durante los procesos de
biotransformacién de este tipo de compuestos.”> % Se pretende que |a informacién obtenida
en este trabajo pueda ser utilizada, més adelante, en la comprensién de los principal es sitios
de accién de estos farmacos en células humanas y en e disefio de nuevos antichagasicos

con menos danos secundarios.
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3.1 NIFURTIMOX

Como se ha mencionado el mecanismo de accion y el efecto toxico del nifurtimox
(figura 3.1) es a través de la generacion de radicales libres y/6 metabolitos electrofilicos
formados durante la reduccion intracelular de su grupo nitro a amino, los cuales pueden
interactuar con diferentes macromoléculas biol6gicas tales como los lipidos, € DNA vy las
proteinas.?” La voltamperometria ciclica permite electrogenerar y caracterizar in situ estos

radicales libres, por ello empleamos estatécnicaen € estudio de nifurtimox.

]

Figura 3.1 Representacion estructural de nifurtimox.
3.1.1 Anélisis voltamperométrico de nifurtimox.

El nifurtimox 4-[(5-nitrofurfurilideno)amino]-3-metiltiomorfolina-1,1-diéxido es un
compuesto nitroheterociclico, cuyas propiedades voltamperométricas se estudiaron en
medio aprético polar de acetonitrilo. El voltamperograma ciclico obtenido a 0.1 Vs*
muestra durante e primer barrido que se inicié en 0.0 V hacia un potencial negativo de -
1.65V, E,,, dos picos catddicos localizados en -0.961 V y -1.36 V (figura 3.2a). Al invertir

el sentido del potencial se encontré que € pico mas catddico, no muestra un pico anddico
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correspondiente bien definido por lo que se deduce que la reaccion de reduccion es
irreversible debido a que & (o los) intermediario(s) formados durante e paso de

transferencia del electron dan lugar a reacciones quimicas acopladas.

Se hizo otro voltamperograma ciclico teniendo un potencial de cambio, E,,, de
—-1.150 V. Este barrido se para aidar e primer pico catédico correspondiente a la
reduccién del grupo nitro y detectar la presencia de sus picos anddicos asociados. Cuando
se llevo a cabo e experimento de voltamperometria ciclica usando E;, (figura 3.2b) se
observé un pico catédico, Ic, a-0.961 V y su correspondiente pico anédico , |a, en -0.903 V
presentando una relacion de corrientes, iga /i, entre la corriente de pico anddico, i pa Y 1a
corriente de pico catodico, i ., de 0.94 el cual esta cercano a valor de 1 caracteristico de un
sistema reversible.”® Asi mismo, se detectd una separacion en los potenciales de pico, AE, =
Epa- Epigual a2 0.058 V que esta cercano al valor de 0.060 V, caracteristico de un par redox

en e cual ambas especies intercambian electrones répidamente con el electrodo de
trabajo.* Este resultado concuerda con € mecanismo propuesto (ecuacion 3.1) de una

transferencia monoelectronica reversible asociada a par redox nitro neutro-anion radical
NO,/R—-NO;, en e que & grupo nitro se reduce a anion radical, el cual a su vez se

oxidaen el barrido inverso pararegenerar a nitro neutro.
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Un voltamperograma en el cua se hizo €l barrido de 0.0 V aE;;;=-1.65 V present6 un
segundo pico catédico, Ilc, en -1.366 V correspondiente a laformacion de la hidroxilamina.
A este pico se le asocian dos picos anddicos, I1a, en -1.23 V y Ila en -0.728 V observados

durante el barrido de retorno.

Lospicosllay Ila se deben alaoxidacion de los productos obtenidos del pico catddico
Ilc, como consecuencia de las reacciones quimicas acopladas de los intermediarios
formados a ese potencia. Se ha reportado que €l pico Ilc corresponde a la reduccion del
anion radical formado en la ecuacion 3.1 através de multiples pasos de transferencia de tres
electrones y cuatro protones (ecuacion 3.2 a 3.5), seguin lo reportado en la literatura para
este tipo de compuestos. Entre los diferentes intermediarios que se forman se encuentra el

dianién nitro, el cua esun intermediario fuertemente basico.

Para corroborar € nimero de electrones intercambiados en la onda Ilc se obtuvo la
relacion de corrientes, ipic / Ipic, entre los picos de reduccion Ic y llc, encontrandose un

valor cercano a 2.2, que es el observado para el nitrobenceno, el compuesto nitroaromatico
més simple.*® Aun cuando la relacién no es exactamente 1:3 esta relacion de corrientes se
ha asignado a intercambio de un electron en la primera onda de reduccion de los

nitrocompuestos y atres electrones en la segunda onda.
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Figura 3.2 Voltamperograma ciclico tipico para nifurtimox 1 mM en
TFBTEA 0.1 M en acetonitrilo. Carbon vitreo como electrodo de trabgjo.
Velocidad de barrido 0.1 Vs™ @) E;1=-1.65V y b) E,=-1.15 V.
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Figura 3.3 Mecanismo de reduccién de
los grupo nitro en medio aprético
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3.1.1.1 Variacion de la velocidad de barrido

Para obtener informacion sobre |a estabilidad del anion radical del nifurtimox a cual se
le atribuye la actividad farmacol 6gica antichagésica, se realizé la voltamperometria ciclica
a diferentes velocidades de barrido (figura 3.4-5) evaluando para la onda Ic los parametros
de las corrientes de pico anddico y catddico, asi como sus correspondientes potenciaes de
pico. Laonda llc se sabe corresponde a un sistemairreversible, por 1o que no se realizé un

andlisis voltamperométrico para esta onda.

-400

-600

-800

“llc

Densidad de Corriente /pA cm”

-1000 T T T T T T T T T T T 1
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Potencial/ V vs Ag/Ag”
Figura 3.4 Voltamperograma ciclico tipico para nifurtimox 1 mM en
TFBTEA 0.1 M en acetonitrilo. Carbdn vitreo como electrodo de trabajo.
Velocidades de barrido. a) 0.1 Vs?, b) 0.4 Vs?, ¢) 1.0 Vs™.
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200 la

-2004

Densidad de Corriente / pA cm™

K

Potencial / V vs Ag/Ag”
Figura 3.5 Voltamperograma de nifurtimox 1mM en TFBTEA 0.1M en

acetonitrilo E;,=—1.15V. Carbdn vitreo como electrodo de trabgjo.
Velocidades de barrido: a) 0.1 Vs?, b) 0.4 Vs?, ¢) 1.0Vs™t

Al representar ipc Vs vY2 ( figura 3.68) para la onda de reduccién Ic correspondiente al
par redox R-NO,/R-NO,™, se observé una tendencia lineal con ordenada al origen cercana
a cero, lo que indica que la onda Ic presenta un comportamiento caracteristico de un

sistema controlado por difusion.?

|
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Figura 3.6a Representacion gréfica de i, como funcion de v
paralaondalc de nifurtimox 1 mM en acetonitrilo.
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Lagraficade funcion corriente ip. v¥2 ¢t vslog v (figura 3.6b) paralaondalc, dondec
es la concentracion en mol cm™ de nifurtimox, muestra un valor constante para esta funcién
a las diferentes velocidades de barrido. Esto indica que en la escaa de tiempo del
experimento voltamperométrico la primera onda de reduccion, Ic, corresponde a un sistema
reversible sin reacciones quimicas acopladas a proceso de transferencia de electrones en la

formacion del anién radical.

o

.07+

-1

o

.06

-1 172

.05 4

o

.04 4

1/2

i v ¢c/AV s mol cm
o

pc
o

.03 T T T ]
2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

log v(mVs™)

Figura 3.6b Representacion gréficaiiny v2 ¢ como funcion delog v
paralaondalc de nifurtimox 1 mM en acetonitrilo.

La gréfica de ipdipc Vs v (figura 3.6¢) muestra una linea recta con pendiente de cero
caracteristica inequivoca de un sistema reversible® El hecho de que la relacion ipa fipe
tenga un valor cercano a 1 a las diferentes velocidades de barrido indica que € anién

radical es una especie estable es decir, que la misma cantidad de especie nitro que se reduce

se puede reoxidar en €l barrido inverso de potencial (ecuacion 3.6).
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Figura 3.6¢c Representacion grafica de Ipa / 1. como funcion de la
velocidad paralaondalc de nifurtimox 1mM en acetonitrilo.

R—NO, R—NO,’ (36)

Lagréficade Ey vs. log v dainformacion acerca de larapidez de latransferencia de
electrones en el sistema. El valor de Ey (figura 3.6d ) permanece constante a las diferentes
velocidades de barrido lo que indica que el sistema es rapido y sin complicaciones cinéticas

en latransferencia de electrones.

2.0 2.4 2.8 3.2 3.6 4.0
log v / (mVs™)

Figura 3.6d Representacion grafica Ey. como funcion de log v parala
onda Ic de nifurtimox 1mM en acetonitrilo.
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Una vez caracterizado € comportamiento electroquimico de nifurtimox, la siguiente
parte del proyecto consistié en hacer e andlisis de su comportamiento en presencia de

glutation.
3.1.2 Reduccion de nifurtimox en presencia de glutation

El glutation (GSH forma reducida) es un péptido que se encuentra en ambientes intray
extracelulares en las células humanas como parte importante del sistema de defensa
antioxidante (figura 3.7). Esta molécula contiene en su estructura molecular protones écidos
provenientes de los grupos funcionales COOH y NH,, que dependiendo de su acidez, son
susceptibles a reaccionar con las especies reducidas del nifurtimox como donadores de

protones 0 asociarse con éstas mediante puentes de hidrégeno.

O
\)\OH

o
I
—O
—O
z
zI

Figura 3.7 Estructura de glutation

Para determinar si se lleva a cabo un proceso de protonacion o de asociacion, se realizd
el correspondiente estudio del efecto de la concentracion de glutation sobre el
comportamiento voltamperométrico de nifurtimox. En voltamperometria ciclica, estos
procesos se ven reflejados mediante cambios en la forma de las ondas de reduccion que van
desde desplazamientos de alguna de las ondas hasta la pérdida de la reversibilidad

el ectroquimica.?
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3.1.2.1 Efecto de la concentracion de glutation

Para comprender el comportamiento voltamperomeétrico de nifurtimox en presencia de
glutation, se llevo a cabo e andlisis de los cambios de potencial y corriente de los picos
catédicos Icy Ilc en funcidn de la concentracidn de glutation.

En la figura 3.8a se muestra como referencia a patron tipico de reduccion del

nifurtimox en medio aprotico.

o
1

-100 H

-200 H

Densidad de Corriente/ pA cm®

L
Potencial/ V vs Ag/Ag

Figura 3.8 Voltamperograma para nifurtimox 1mM con adiciones de glutation en
TFBTEA 0.1 M en acetonitrilo. Carb6n vitreo como electrodo de trabgo.
Velocidad de barrido 0.1 Vs ™: @ 0 mM de glutation, b) 2 mM de glutation, (c) 4
mM de glutation.

Sanchez Urbéan Guadalupe Diana 34



Facultad de Quimica UNAM Resultados y discusion

En lafigura 3.8b-c, se puede apreciar que alas concentracionesde 2 mM y 4 mM de

glutation, lareversibilidad de la onda la/lc no se modificay por lo tanto puede descartarse
la protonacion del anion radical R— NO;™ por glutation. Considerando, que el potencia de
media onda no vari6 apreciablemente usando varias concentraciones de glutation, se puede
asumir que la interaccion asociativacon R— NO,™ es poco significativa. En contraste, la

segunda etapa de reduccion (figura 3.8b-c) correspondiente a la formacion de la
hidroxilamina R— NH —OH teniendo como uno de sus intermediarios a dianién nitro
R - NOZ que es una especie mas basica que e anion radical, con cantidades crecientes de
glutation, se observd una disminucion de la intensidad del pico llc y de sus
correspondientes picos de oxidacion llall’a. Esta tendencia se conservd conforme se
incremento la concentracion de glutation y es notable que en todos los ensayos la relacion
de corrientes de ll&llc y lla/lic se mantuvo constante. Es decir se mantiene la cuasi-
reversibilidad de la onda, 1o que indica que tampoco procede una transferencia de proton
con e R—NOZ o con aguno de los otros intermediarios electrogenerados. Ademés se
observa un desplazamiento de 0.024 V y 0.046 V hacia val ores menos negativos de -1.36 V
del potencial catodico de laondall ( Epi ) a incrementar la concentracion de glutation de

0OmM a2 mM y 4 mM respectivamente.
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Lo anterior implica un cambio en los requerimientos energéticos del proceso de
transferencia de electrones para la formacion de la hidroxilamina (R-NH-OH) a partir del
anion radical(R-NO,™). Este efecto sugiere la existencia de una estabilizacion
termodinamica de la carga de |a especie dianién nitro R-NO,”~, debida a una asociacion por

puente de hidrégeno entre este intermediario basico y el donador de protones, glutation.

Con la finalidad de verificar e tipo de asociacion observada entre glutation y las
especies electrogeneradas de nifurtimox, se realiz0 un experimento en e cua se
caracterizaron las asociaciones entre los intermediarios de reduccién del nifurtimox con 2-
propanol una molécula cuyas propiedades como donador de puente de hidrégeno en

presencia de especies radicales y anidnicas es bien conocido.
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3.1.3 Reduccion de nifurtimox en presencia de un donador de puente de hidrégeno

El 2-propanol (figura 3.9) es un acohol cuyo grupo funcional —OH le permite actuar
como un débil donador de protones en medios aproticos. El efecto que tiene sobre especies
basicas como los aniones radical es mediante una asociacion via puentes de hidrégeno.

EHE—%H_‘—CH:
OH

Figura 3.9. Representacion estructural de 2-propanol

3.1.3.1 Efecto de la concentracion de 2-propanol

El comportamiento voltamperométrico de nifurtimox, a adicionar diferentes
concentraciones de 2-propanol, se presenta en la figura 3.10. En ausencia del alcohol
(figura 3.10a) se observa el comportamiento tipico de reduccion de los nitro. Conforme se
adicionaron cantidades crecientes de 2-propanol (Fig 3.10b-c), la separacion de picos

AE, =E_,—-E, =058V delaonda lc no se apartd significativamente del valor de

0.60V establecido para sistemas reversibles, por lo que se descarta la presencia de una
asociacion por puente de hidrogeno entre € anion radical y el donador de protones. En

contraste, la
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sefid voltamperométrica llc se desplazé 0.06 V y 0.1V hacia potenciales menos negativos
que -1.36 V correspondientes al potencial catédico delaondallc ( Epi ) con e incremento

de la concentracion de 2-propanol deO0 M a0.05 M y 0.2M -respectivamente.

Este desplazamiento y el cambio de laonda llc esta relacionado con la estabilizacion de

las especies electrogeneradas a este potencial, mediante una asociacion de puente de
hidrégeno con e 2-propanol. El proceso de protonacion de la especie R— NO,;™ en

presencia del 2-propanol queda descartado, ya que como se ha mencionado en la literatura,
la protonacion del anion radical nitro daria lugar a la desestabilizacion del mismo, proceso
gue conlleva ala pérdida de la reversibilidad de la onda de reduccién, 1o que no se observé
paralaondalc. Paraestaondaal igua que paralaondalc, la protonacion queda descartada
porgue la relacion de corrientes Ilallc y lla@/llc se mantuvo constante con cantidades

crecientes del 2-propanol.
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Figura 3.10 Voltamperograma ciclico de nifurtimox 1 mM con adiciones de 2-
propanol. Carbon vitreo como electrodo de trabajo: @) 0 M, b) 0.05232 M, c)
0.20928 M.
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Como se puede apreciar de la comparacion entre el comportamiento de las especies

electrogeneradas de reduccién de nifurtimox en presencia de glutation y de 2-propanol, es
gue € anion radical R-NO,™ es una especie basica muy estable que no se asocia con

donadores débiles de puente de hidrégeno. En contraste € dianion nitro es una especie méas
basica que presenta asociaciones via puente de hidrégeno con esta clase de moléculas. La

transferencia de un protén en ambos casos queda descartada.

3.1.4 Experimentos de coulometria de nifurtimox

Para confirmar |a estequiometria el ectronica de la reduccion de nifurtimox, anivel dela
primera onda Ic, se utilizdé el método coulombimeétrico aplicando un potencial de —-1.15V a
una solucion de nifurtimox durante 55 minutos. En la figura 3.11 se muestra la carga
consumida durante el tiempo de electrdlisis en funcion del tiempo. Se observa que la carga

Q fue disminuyendo durante &l transcurso del tiempo.

Q(C)

104

-124

-14 T — T 7 UL — T T 1T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60

Tiempo de electrolisis (min )

Figura 3.11 Coulometria de nifurtimox 1 mM en acetonitrilo.
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El producto que se puede generar en e proceso de electrdlisis, considerando el
mecanismo de reduccién de los nitro en medios apréticos, y €l potencial de eectrdlisis, de
trabgjo, es e anion radical. Sin embargo, |a voltamperometria ciclica obtenida después de
50 minutos de electrdlisis revel6 que el anidn radical no es el Unico y tampoco e producto
mayoritario generado, como se demuestra al comparar la posicién del pico la, de la
voltamperometria del producto de la eectrdlisis (figura 3.12b), con la voltamperometria

antes de laelectrolisis (figura 3.12a).
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Figura 3.12 Voltamperometria ciclica de nifurtimox 2 mM en acetonitrilo, con un
potencial de inversion E;,, de —1.150 V, para aislar la onda Ic: @) Antes de la
electrolisis, b) Después de la electrdlisis.

Adicionalmente, como se puede apreciar en la figura 3.12b, aparece un segundo pico,
IVa, a potenciadles més anddicos. Este pico también se observa en € voltaperograma
completo de nifurtimox (figura 3.13), correspondiente a la oxidacion de algunos de los

intermediarios formados durante la reduccion del anidn radical a hidroxilamina.
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Figura 3.13 Voltamperograma ciclico de nifurtimox 1 mM en acetonitrilo.

Utilizando la ecuacion de Faraday y considerando que la reduccion seria de nitro a
anion radical nitro la carga Q calculada para este experimento, seriade 3.09 C. Sin embargo
lacargade 13 C observada en lagréfica 3.11 y la presencia del pico IVa son una evidencia
de que la reaccion electroquimica que se llevd a cabo a la escala de tiempo de la

electrdlisis, indica que € anién radical sustrajo un proton de especies capaces de donar
protones y formo el radical neutro, R—NO,H*, € cual se sabe puede reducirse a
potenciales menos negativos que los correspondientes @ R— NO,. De esta manera, los
subsecuentes pasos de electrorreduccion de R— NO,H*® se llevaron a cabo en e mismo
potencia que el correspondiente a la reduccion de R— NO, . Es por ello que los picos de

oxidacion observados después de la electrélisis coinciden con los picos de
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oxidacion observados cuando se reduce €l nitro a un potencial lo suficientemente negativo

como paraformar hidroxilamina.

En trabgjos de investigacion previos se ha reportado la posibilidad de que € propio
acetonitrilo actle como donador de protones a anion radical, lo cua explicaria el

comportamiento antes descrito.®

En este caso, los resultados de la coulometria no fueron Utiles para cuantificar el
numero de electrones transferidos a nivel de la primera onda, debido a que los aniones
radicales son especies muy reactivas que en periodos relativamente largos de tiempo llevan
a cabo reacciones quimicas acopladas con otras especies presentes en € medio, impidiendo

detectar su presencia.
Para comprobar la formacion del radical a escalas de tiempo de segundos se utilizé la

técnica UV-vis acoplada a la €lectrélisis preparativa en un experimento de

espectroelectroquimica UV-vis.
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3.1.5 Deteccidn del anién radical nitro mediante espectroelectroquimica UV-vis

La caracterizacion espectroscopica UV-vis del producto de reduccion debido a la
transferencia de un electrén de nifurtimox en medio aprético se presenta en lafigura. 3.14.
Para ello se asignaron las bandas de absorcion en e espectro UV-vis con los croméforos
presentes en esta molécula. La banda a 402 nm se ha asignado ala absorcion del nifurtimox
debida a los dienos conjugados presentes en su estructura quimica, la cua se observa que
disminuye con € tiempo de la electrdlisis, debido a que € nitro cambia su ambiente

electronico a reducirse. (\502
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Fig. 3.14 &) Espectros de absorcion ultravioleta-visible de nifurtimox, a
diferentes tiempo de electrdlisis, aplicando un potencial de E = -0.97 V en
acetonitrilo, b) Ampliacién de la zona de 500 a 900nm.
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Se ha informado en la literatura que los radicales nitro absorben a lo largo de ondas
mayores de 450 nm dependiendo del disolvente, asi que la banda que aparece de 675 nm se

ha atribuido alaformacion del anion radical.

Se aplico la ley de Faraday (ver seccidn Bll) para obtener la concentracidon de las
especies presentes en la disolucion y se relacion6d con la absorbancia. (figura 3.15a y

3.15h).

281 = 402nm
264 ",
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Fiaura 3.15a Absorbancia vs concentracién a una lonaitud de onda de 402 nm
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Absorbancia
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Figura 3.15b Absorbancia vs concentracion a unalongitud de ondade 675 nm

De acuerdo a laley de Lambert y Beer (ver seccion B.111) la relacion de absorbancia
como funcion de la concentracion deberia dar una linea recta, al no observarse ésta
tendencia para € anion radical (figura 3.15b), se reafirma que esta especie es inestable y

gue a potencial de reduccion del nitro a anion radical, estan presentes otras especies.

Para corroborar que la banda a 675nm que se observa en €l espectro de UV-vis obtenido
experimentalmente para nifurtimox durante su electrolisis, corresponde a anién radical, se

realizo lasimulacion digital del espectro de absorcién del anion radical de este compuesto.
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3.1.6 Simulacion de los espectros UV-vis

La simulacion tedrica de los espectros UV-vis de nifurtimox neutro y del anion radical
de esta molécula, es una forma de validar |os resultados experimentales. Para la ssimulacion
se utilizé e software “Spartan’06” para Windows, version 1.1.2, utilizado comUnmente

paralasimulacion digital de experimentos de el ectroquimica.

Para llevar a cabo la simulacién, se realizé la optimizacion de la geometria y los
célculos de frecuencia de acuerdo a la teoria funciona de la densidad (DFT). Para los
aniones radicales se utilizd6 € método no restringido. La optimizaciéon estructural fue

seguida por célculos de frecuencia para asegurar que no hay frecuencias imaginarias.

En la figura 3.16 se pude observar que los espectros tedricos no se gustan a los
experimentales, debido a que las condiciones para la simulacion son, en fase gaseosa a 0°
C, mientras que las condiciones experimentales son en fase liquida de medio aprético a 25°
C. Sin embargo, tanto la tendencia de las bandas de absorcion de los espectros de
nifurtimox neutro, como los obtenidos de la molécula electrolizada, se conservan tanto en
los espectros tedricos, como en los experimentales. De esta manera se puede establecer que
la banda alrededor de 675 nm corresponde a anion radical, porgque tanto en el espectro
tedrico como en el experimental de la molécula neutra, esta banda no aparece. Al contrario
de lo que sucede con los espectros de la molécula después de la electrdlisis, en la que en

ambos espectros se observa la banda alrededor de 675 nm.
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Fig. 3.16 @) Espectros experimentales, b) Simulacién tedrica de acuerdo al programa Spartan’ 06,
1) Nifurtimox neutro, 2) Anién radical de nifurtimox.

Otro farmaco con actividad antichagasica de interés en este trabgjo de investigacion es €l
benznidazol, por €lo en la siguiente parte se describe la caracterizacion de su

comportamiento el ectroquimico.
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3.2 BENZNIDAZOL
3.2.1 Estudio voltamperométrico de benznidazol

El benznidazol (figura 3.17) es un nitroimidazol con actividad antichagésica, su modo
de accion contra el Tripanozoma cruzi y €l efecto toxico que produce en los humanos esta
relacionado con las interacciones supramoleculares de los radicales libres, que se generan
durante la reduccion de su grupo nitro con las macromoléculas presentes en € medio
biolégico en el que se reduce.® Es claro entonces, que un estudio del tipo de asociaciones
gue pueden presentar |os radicales es necesario para un conocimiento més profundo de sus
principales sitios de accion. Una de las técnicas que permite estudiar dichas interacciones es

lavoltamperometria ciclica.

N=—— O

Figura 3.17 Representacion estructural de benznidazol

En este trabajo de investigacion la voltamperometria ciclica de benznidazol se llevé
a cabo en un medio aprético polar de acetonitrilo, utilizando como electrolito soporte
tetrafluoroborato de tetraetilamonio (TFBTEA) 0.1 M aunavelocidad de barrido de 0.1 Vs
! se obtuvo e voltamperograma de benznidazol (figura 6.2a), é cual muestra durante el
primer barrido que seinicié en 0.0 V hacia €l potencia deinversion (E;;) —1.8 V dos picos

catédicosel llicy e 1Vclocalizadosa-1.01 V y -1.31 V respectivamente.
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Con € proposito de aidar e pico catédico lllc (-1.01 V) y asociarlo a su
correspondiente pico de oxidacion llla (-0.947 V) se realizé un segundo voltamperograma
(figura 3.18b) con un potencia deinversion (E,,=—1.1V). Larelacion de corrientes, ipa /ipc,
asociada al par Illc-111a se encontrd por 0.92, cercano a valor de 1 reportado en laliteratura
para un sistema reversible.® El valor de AE;, presenta un valor de 0.063 V proximo al valor
tedrico de 0.06 V caracteristico de una transferencia monoelectronica sin complicaciones
cinéticas.”® El proceso asociado a esta onda es la transferencia de un electrén entre el par

nitro-anion radical nitro R— NO,/R—- NO;.

La onda IVc asociada a la reduccion del anion radical nitro a su correspondiente
hidroxilamina, en un esquema complejo presenta mas de un pico de oxidacion (1Va, IVa,
IvVa’), lo que hace evidente lairreversibilidad de esta onda. Podemos asumir que al igua
que nifurtimox y otros nitrocompuestos €l proceso asociado a la onda IVc involucra 3e' y

4H" paralareduccion del anion radical nitro hasta la hidroxilamina.
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2501 IVe
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Figura 3.18 Voltamperograma ciclico tipico para benznidazol 1 mM en TFBTEA
0.1 M en acetonitrilo. Carb6n vitreo como electrodo de trabajo. Velocidad de
barrido de 0.1 Vs ™ a) E,;=—1.8 V, b) E;,.=1.1V.
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3.2.1.1 Variacion de la velocidad de barrido

Con e propésito de estudiar la estabilidad del anidn radical nitro fue necesario
caracterizar el comportamiento voltamperométrico del par R— NO,/R— NO,™ adiferentes

velocidades de barrido, a través de un andlisis de la relacion que existe entre las corrientes
de pico catodico, i Y pico anddico ipa con la velocidad de barrido. Los voltamperogramas
obtenidos experimental mente a velocidades de barrido de 0.1 Vs* a6 Vs* que muestran los

picos de reduccion lllic y Ve se observan en la figura 3.19a En éstos a igual que en
nifurtimox, el par I11c/ Illa corresponde alareaccion R— NO,/R—- NO;™, en tanto que €l
pico 1Vc se debe a la serie de reacciones de R— NO;” a R-NH —OH (figura 3.20). Los
picos IVa, IVa y IvVa’ corresponden a la oxidacion de las diferentes especies
electrogeneradas durante la reduccion de R— NO;” a RNH —OH . La figura 3.19b solo
muestra el comportamiento voltamperométrico del par (Illa-11lc) pertenecientes al sistema
R—NO,/R- NO; ", en donde se detecta un sistema reversible con un Epa — Epc = 0.058 V y

una relacion de corrientes ipd ipc Cercana a 1. La corriente de los picos aumenta con la
velocidad de acuerdo ala ecuacion de Randles- Sevcik (ecuacion 3.7), en donde la corriente

i es directamente proporcional alaraiz cuadrada de lavelocidad de barrido v'2.

ip = (2.69x10°)n*?AD,"? V2 C (3.7)
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Figura 3.19a Voltamperograma ciclico tipico para benznidazol 1mM en TFBTEA
0,1M en acetonitrilo, a diferentes velocidades de barrido. Carbén vitreo como
electrodo de trabajo. E;1=2.2 V: a) 0.1 Vs®, b) 0.5 Vs?, c) 1.0 Vst
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Figura 3.19b Voltamperograma ciclico tipico para benznidazol 1mM en TFBTEA
0.1M en acetonitrilo, a diferentes velocidades de barrido. Carbén vitreo como
electrodo de trabgjo. E;,=1.1: &) 0.1 Vs™, b) 0.5 Vs?, c) 1.0 Vs™.
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C6H5N02 —_— C6H5N \O_ i’ C6H5N \O_ ﬂ» C6H5N:O

E C E C
— - - _ +H+ . +e— L) +H+ -
CGHSN_Oib C6H5N_O — CGHSN_OH — C6H5N—OH — C6H5NHOH

Figura 3.20 Mecanismo de reduccion para el anion radical nitro aromético
R— NO; ahidroxilaminaR- NH —OH , en medio aprotico.

De la misma manera que para nifurtimox se represento ip. en funcion de vY2 (figura
3.21a), para €l pico correspondiente a la formacion del anion radical nitro, I11c, obteniendo
un comportamiento lineal cuya interseccion con las ordenadas fue muy cercano a cero,

caracteristica propia de un sistema controlado por difusion.

O_
J ---
-50 e —
=z 1 |
<§L -1 00+ -
vu 1 ~ -
2 1504 m=-2.07 -
| b =4.0 -
200- r =0.9948
-250 . . . .
0 20 40 60 80

Vl/2 (m VS—1)1/2

Figura 3.21a Representacion gréfica de iy como funcion de v? paralaondalllc
de benznidazol 1 mM en acetonitrilo.
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Figura 3.21b Representacion gréfica i, V2 ¢* como funcion de log v parala onda
I11c de benznidazol 1 mM en acetonitrilo

Cuando la gréfica de funcién corriente ipov'’’c™/ AV™'s"?mol™cm® vslog v (figura
3.21b) mantiene una tendencia lineal como se observa paralaondalllc, se puede decir que
el primer paso de reduccion del benznidazol es un sistema reversible sin reacciones
guimicas acopladas a proceso de transferencia de electrones en la formacién del anion
radical nitro. Cuando hay complicaciones por la presencia de reacciones quimicas

acopladas se pierde lalinealidad de la gréfica.

Lagréficaipdipc VS. v paralaondalllc (figura 3.21c) muestra el comportamiento tipico de

un sistema reversible, es decir, una linea recta con pendiente cero, manteniendo el valor de
Ipa /ipc constante, a las diferentes velocidades de barrido. El que e valor de ipa /ipc sea

cercano a 1 indica que la especie anion radica nitro es estable en periodos cortos de

tiempo.
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Figura 3.21c Representacion gréfica de ipa/ ip. como funcion de la velocidad para
laondalllc de benznidazol 1mM en acetonitrilo

La grafica de Ey vs log v da la explicacion acerca de la rapidez de la transferencia
de electrones en el sistema El valor de Ey (figura 3.21d) a permanecer constante a las
diferentes velocidades de barrido indica que el sistema es rapido y sin complicaciones

cinéticas en latransferencia de el ectrones.

pc

2.0 2.5 3.0 ) 3.5 4.0
log v/ (mVs™)

Figura 3.21d Representacion gréfica E,. como funcion de log v paralaonda lllc
de benznidazol 1mM en acetonitrilo.
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Para comprobar que los potenciales de pico catédico de llic y IVc del benznidazol
corresponden a la reduccion del grupo nitro y para validar nuestra metodologia de trabgjo
se obtuvo € voltamperograma ciclico de nitrobenceno bgo las mismas condicciones

experimentales.

3.2.2 Estudio voltamperomeétrico de nitrobenceno

El nitrobenceno es un nitro aromatico cuyo comportamiento electroquimico a sido
caracterizado por otros investigadores, y es bien conocido. Incluso se ha determinado por

resonancia magnética electrénica laidentidad de su anién radical correspondiente.®

/o
"No

Figura 3.22 Representacion estructural de nitrobenceno.

El voltamperograma de nitrobenceno (figura 3.23) obtenido a 0.1 Vs™* muestra durante e
primer barrido que seinicié en 0.0 V hacia un potencial negativo de -1.7 V, E,;, dos picos
catédicos a igua que e benznidazol, el Vcen -1.18 V y el Vic en —1.69 V. Estos picos
han sido asignados a la reduccion del nitro a anion radical R— NO,/R-NO, , y ala
formacion de la hidroxilamina via tres electrones, cuatro  protones
R-NO; /R-NH —-OH respectivamente de acuerdo a mecanismo de reaccion

observado en lafigura 3.24, el cua ha sido propuesto en funcién de los intermediarios que
se han logrado aidar por diferentes grupos de investigacion. En donde E, en la

nomenclatura el ectroquimica, representa un paso electroquimico y C un paso quimico.
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Al invertir € sentido del potencial se encontré que el pico més catédico, no muestra un

pico anddico bien definido.

1004

-100

-200

Vic

Densidad de Corriente/pA cm™

-300

25 20 -5 10 05 00 05
Potencial/V vs Ag/Ag”

Figura 3.23 Voltamperograma de nitrobenceno 1 mM en TFBTEA 0.1 M en
acetonitrilo. Carbon vitreo como electrodo de trabajo. Velocidad de barrido 0.1
Vs aE,=-1.18V.b)E, =-1.7V.

E
+e L
CeHsNO, ‘—e—‘ CeHsNO,
E C C
: o OH
= +€ ./ + - . -
E C E C
+H*

C6H5N:O+_e-> C6H5N_O_ +—H+> C6H5N_OH +_e> C6H5N_OH — C6H5[.\'|HOH

Figura 3.24 Mecanismo de reduccion para el
grupo nitro aromético en medio apratico.

Para aidlar la onda Vc y asignarle su correspondiente pico anodico, Va, se corrio un
segundo voltamperograma con potencial de inversién de E,, = -1.18V. Con este

voltamperograma se hace evidente que e pico VIic, estd asociado con los picos anodicos
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Vlay Vla, por lo que se deduce que lareaccion de reduccion es irreversible debido a que
el (o los) intermediario(s) formados durante €l paso de transferencia del electrén dan lugar a

reacciones quimicas acopladas.

Al comparar el voltamperograma del nitrobenceno con el de benznidazol (figura 3.25),
observamos que las ondas de reduccion del benznidazol se encuentran a potenciales menos
catédicos que para nitrobenceno, como consecuencia de que e benznidazol es una

mol écula con un sistema conjugado mayor que el de nitrobenceno.
i NH
2 Y
nitrobenceno

70+

-704
-140 -

-210

Densidad de Corriente/ pAcm'2

-280

— T T T T T T T T T T T T T 1 1
25 -20 -15 -10 -05 00 05 10 15 20

Potencial/V vs. Ag/Ag”

Figura 3.25 a) Voltamperograma de nitrobenceno, b)
V oltamperograma de benznidazol
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Observando la figura 3.25, podemos determinar que € benznidazol presenta el
comportamiento general de los nitrocompuestos y que las ondas Ilic/lllay IVc/IValVa -
IVa’ s corresponden a la reduccion del grupo nitro a anion radical y de aniédn radical a

hidroxilamina respectivamente.

Con esta gréfica se valida la metodologia del trabajo. El siguiente paso consistio en
hacer el andlisis del comportamiento electroquimico de benznidazol en presencia de

glutation, al igual que se hizo con nifurtimox.

3.2.3 Reduccion de benznidazol en presencia de glutation

Al igual que con nifurtimox para determinar el comportamiento voltamperométrico de
benznidazol en presencia de glutation (seccion 3.1.2) se hicieron adiciones crecientes de
esta pseudobiomolécula a una solucion de benznidazol en medio aprotico, con la meta de
determinar si se lleva a cabo un proceso de protonacion o de asociacion entre el glutation y

el benznidazol.
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3.2.3.1 Efecto de la concentracion de glutation

En la figura 3.26a se muestra como referencia a patron tipico de reduccion del

benznidazol en medio apraotico.

El comportamiento de la onda Il1c no se modifica con la adicion de glutation 2 mM, es
decir, €l esqguema de reduccién del nitro a anién radical nitro es igual a observado en
ausencia de glutation, indicando que el anién radical no es lo suficientemente bésico para

interaccionar con los protones &cidos del glutation. Sin embargo la onda V¢ se recorrio a
valores menos negativos de -1.75 V a -1.57., mostrando que el dianién nitro R— NOZ™ es

un intermediario més reactivo y de caracter mas basico que el propio anion radical.
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Figura 3.26 Voltamperograma para benznidazol 1 mM con adiciones
de glutation en TFBTEA 0.1 M en acetonitrilo. Carbén vitreo como
electrodo de trabajo a 0.1 Vs ™ @ 0 mM de glutation, b) 2 mM de
glutation.

El corrimiento del potencia del pico IVc a vaores menos negativos continua
manteniendo la relacion de corrientes de |os respectivos picos anddicos, indicando que no

ocurre una transferencia de proton con e R-NOJ o con aguno de los otros

intermediarios el ectrogenerados.

Lo anterior implica un cambio en los requerimientos energéticos del proceso de
transferencia de electrones para la formacion de la hidroxilamina (R-NH-OH) a partir del
anion radical(R-NO,™). Este efecto sugiere la existencia de una estabilizacion
termodinamica de la carga de la especie dianién nitro R-NO,*~, debida a una asociacion por

puente de hidrégeno entre este intermediario basico y € donador de protones, glutation.
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Para conocer mas sobre el proceso de reduccion del nitro a anion radical, se reaiz6 una
coulometria, que a diferencia de la voltamperometria nos permitio estudiar la estabilidad de

estas especies en periodos de tiempos de minutos.

3.1.4 Experimentos de coulometria de benznidazol

Para confirmar la estequiometria el ectrénica de la reduccion del benznidazol, anivel de

la primera onda lllc, se utilizé e método coulombimétrico. En la figura 3.27 se muestra la

carga consumida durante la electrolisis en funcion del tiempo.

+3-6 1 1 | | 1 | | 1 1 1 1 |

+3.2 u

+2.8 -

+2.4- -

+2.0+ -

Carga(C)

+1.6- -

+1.2 -

+0.5 -

+0.4 -

D T T T T T T T
0 200

I I I I
00 s00 1000 1200

Tiempo ( 8 )

I
400

Figura 3.27 Coulometria de benznidazol 2 mM en acetonitrilo.
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Para determinar los productos que se formaron durante la electrélisis se hizo una
comparacion entre el voltamperograma obtenido antes de la electrdlisis y uno después de
ésta. El producto esperado es € anion radical , sin embargo, la figura 3.28 muestra que
después de la electrdlisis los picos de oxidacion Vila y VIla’no corresponden a anion

radical. Al igual que con nifurtimox se propone que el anién radical se protona para dar al
radical neutro R— NO,H *°, & cual puede reducirse a potenciales menos negativos que los
correspondientes al R— NO, . De esta manera, |os subsecuentes pasos de el ectrorreduccion
se llevan a cabo en e mismo potencial que e correspondiente a la reduccién de
R—NO,H " espor ello que los picos de oxidacion observados después de la electrdlisis no

coinciden con €l pico del anion radical.

Vila"

0.00006 —

0.00004

0.00002

0.00000

-0.00002

Corriente (A)

-0.00004 —

-0.00006 ; — . — — — ;
-1000 -500 0 500 1000 1500

Potencial (V vs. Ag/Ag®)

Figura 3.28 Voltamperometria ciclica de benznidazol 2 mM en acetonitrilo: a)
Antesde ladlectrolisis, b) Después de la e ectrdlisis.
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Al igua que para nifurtimox la coulometria de benznidazol no resulto atil para
confirmar la estequiometria electronica de la reduccion del benznidazol, a nivel de la
primera onda, correspondiente a la formacion del anion radical debido a que a tiempos

largos ocurren multiples reacciones a potencial del pico lllc.

Para comprobar la formacion del radical a escalas de tiempo de segundos se utilizé la

técnica acoplada ultravioleta visible con la electrolisis preparativa.

3.1.5 Deteccidn del anién radical nitro mediante espectroelectroquimica UV-vis

La caracterizacion espectroscopica UV-vis del producto de reduccion monoelectronica
de benznidazol en medio aprotico se comenzo con e andlisis de los cambios de las bandas
de absorcion entre los espectros UV-vis de la mol écula de benznidazol neutra (figura 3.299)
y los obtenidos durante la electrdlisis (figura 3.29b-c). Para ello las bandas de absorcion se

asignaron alos croméforos presentes en esta molécula.

La figura 3.29a muestra el espectro UV-vis de la molécula de benznidazol neutra. La
banda a 210 nm se ha asignado a una transicion (z-n*) de un orbital pi, =, de enlace a un
orbital pi de antienlace, n*, que se atribuyo a benceno, esta transicion es permitiday por lo
tanto intensa. La banda en 320 nm es una transicion de un orbital de no enlace n a un
orbital pi de antienlace (n-n*). Esta banda se atribuyo a grupo nitro teniendo como

sustituyente a imidazol.
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Figura 3.29 Espectros de absorcion ultravioleta-visible de benznidazol, a
diferentes tiempo de electrdlisis en un experimento de espectroeectroquimica
UV-vis aplicando un potencial de E = -0.97 V: @) Espectro de benznidazol neutro
auntiempodeOs; b) 100 s, c) 200 s

En las figura 3.29b a un tiempo de electrdlisis de 100 segundos, comienza a observarse
una banda a 500 nm, la cual se ha atribuido a anion radical nitro del benznidazol. Esta
banda continud creciendo con el tiempo de electrdlisis como se observaen lafigura3.29c a
un tiempo de 200 segundos, mientras que la banda a 320nm asignada a la absorcién del
grupo nitro disminuye como consecuencia del cambio en su ambiente electronico al

reducirse.

Aplicando la ley de Lambert y Beer (ver seccion B.IlIl) para determinar el
comportamiento de la absorbancia como funcién de la concentracion de las especies

presentes en la solucion se obtuvieron las siguientes gréficas.
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Figura 3.30 Gréfica de absorbancia vs concentracién a una longitud de onda de
320 nm asociada a la absorcion de la mol écula de benznidazol neutra.

Lafigura 3.30 muestra que la absorbancia de la banda a 320 nm atribuida a grupo nitro
no presenta un comportamiento lineal, estableciendo & hecho que € grupo nitro presente en
la solucién se puede estar regenerando ya que € anion radica puede experimentar

reacciones de desproporcion reportadas en laliteratura ®

En la figura 3.31 a no observarse una relacion lineal entre absorbancia como funcion
de la concentracion a 500 nm, que es la banda asignada a anién radical, indica que esta
especie sufre reacciones quimicas acopladas, que muy probablemente dé especies que
absorban a longitudes de onda muy parecido a los que absorbe esta especie, corroborando

| os resultados obtenidos con |a coulometria.
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Absorbancia

Figura 3.31 Absorbancia vs concentracion a unalongitud de onda de 500 nm
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Resultados y discusion

Para corroborar que la banda a 500 nm que se observa en e espectro de UV-vis

obtenido experimentalmente para benznidazol durante su electrolisis corresponde a anion

radical, se realizo la simulacion digital del espectro de absorcién del anidn radical de este

compuesto.
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3.2.6 Simulacion de los espectros UV-vis

La simulacion tedrica de los espectros UV-vis de benznidazol neutro y del anion radical
de esta molécula, es una forma de validar 1os resultados experimentales. Para la s mulacion
se utiliz6 e software “Spartan’06” para Windows, version 1.1.2, utilizado para la

simulacion digital de experimentos comunes de el ectrogquimica.

En la figura 3.32 se puede observar que los espectros tedricos se aproximan a los
experimentales, debido a que las condiciones para la simulacién son, en fase gaseosa a 0°
C, mientras que las condiciones experimentales son en fase liquida de medio aprético a 25°
C. Sin embargo, tanto la tendencia de las bandas de absorcion de los espectros de
benznidazol neutro, como los obtenidos de la molécula electrolizada, se conservan tanto en
los espectros tedricos, como en los experimentales. De esta manera se puede establecer que
la banda alrededor de 500 nm corresponde a anion radical, porque tanto en el espectro
tedrico como en el experimental de la molécula neutra, esta banda no aparece. Al contrario
de lo que sucede con los espectros de la molécula después de la electrdlisis, en la que en

ambos espectros se observa la banda alrededor de 500 nm.
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Figura 3.32 a) Espectros experimentales, b) Simulacién tedrica de acuerdo
al programa Spartan’ 06. 1) Benznidazol neutro, 2) Anién radical de
benznidazol.
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Conclusiones

1.- La reduccion electroguimica de nifurtimox y benznidazol siguié € mecanismo

establecido para compuestos nitro aromaticos en medio aprotico. Una onda reversible

para €l paso R—NO,/R-NO; con la transferencia de un electrén y una onda

irreversible para las etapas de R— NO;” a R— NH —OH con la transferencia de tres

electrones y cuatro protones.

2.- El comportamiento electroquimico de los intermediarios generados R- NO; ™,

R— NOZ durante la electrdlisis de los farmacos nifurtimox y benznidazol es diferente

a escalas de tiempos de segundos 6 de minutos. Debido a las reacciones quimicas

acopladas que sufren estos intermediarios.

3.-No se observé agun tipo de interacciéon entre los aniones radicales de nifurtimox y
benznidazol con € glutation. Sin embargo, existe una asociacion de puente de
hidrogeno entre e dianién nitro de benznidazol y e glutation. Confirmando que
benznidazol actlia a nivel de su dianion radical o de su hidroxilamina como se ha

propuesto en experimentos in vitro, con las proteinas de la membrana celular.

4.- El anion radical de ambos farmacos pudo detectarse mediante la técnica acoplada de

espectroelectroquimica UV-vis.
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4.1 Per spectivas

1.- Estudiar mediante técnicas electroquimicas y espectroelectroquimicas UV-vis e IR, las
interacciones asociativas entre las especies reducidas de nifurtimox y benznidazol y las
bases de adenina, timina, citosinay guanina, las cuales son unidades fundamental es del

ADN, lamolécula portadoradel codigo genético.

2.- Determinar el nuimero aparente de electrones mediante voltamperometria ciclica
utilizando microel ectrodos, para sustituir la coulometria, debido a que los radicales son

inestables alos tiempos de trabgjo de esta técnica.

3.- Redlizar los estudios electroquimicos de |as interacciones asociativas entre las especies
reducidas de nifurtimox y benznidazol con un triglicérido que simule una membrana
celular para elucidar s es en la parte lipofilica de |la membrana en donde estas especies

interactUan.
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A.l Enfermedad de Chagas

Sin6nimos: Enfermedad de Chagas-Mazza; enfermedad de Chagas-Mazza-

Romaiia, tripanosomiasis americang; tripanosomiasis cruzi.

La enfermedad de Chagas, es una patologia tropical, producida por € protozoosis
tripanosoma cruz, parésito intracelular de las células del SER (Sistema Reticulo
Endotelial) que ataca particularmente al miocardio, eséfago y colon.* Este parésito que
vive en animales silvestres de sangre caliente es principamente transferido a los
humanos a través de las materias fecales de la chinche besucona, pero también puede
ser transmitida por el conducto de la leche materna, por transfusién sanguinea, puede
ser adquirida también in Utero ( viatras placentaria) o por €l transplante de 6rganos. La
enfermedad fue descrita en 1909, cuando la descubrio e meédico brasilefio Carlos

Chagas.

Este padecimiento consta de tres etapas. aguda, latente y crénica. La fase aguda,
cuando es sintomética se caracteriza por fiebre elevada intermitente y el crecimiento de
ganglios linféticos. La fase latente puede durar de 2 meses a 20 afios, durante este
tiempo el organismo crea anticuerpos contra el parasito sin conseguir eliminarlo,
mientras que le parésito destruye células del sistema nervioso autonomo, lo cua afecta
el funcionamiento del esdfago y del corazén. En la etapa cronica aparecen los sintomas
de la enfermedad: miocarditis, insuficiencia cardiaca progresiva y trastornos digestivos

entre otros.
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El proceso de infeccion en los humanos comienza con la penetracion de los
tripanosomas infectantes en las células, donde adquieren la forma redonda y se
transforman en amastigotes redondos, que realizan los ciclos repetitivos de division,
hasta llenar € citoplasma celular. Después los amastigotes se transforman en
Tripanosomas flagelados y a cabo de cinco dias son liberados al torrente sanguineo al
romperse la célula infectada, para continuar €l ciclo. El sitio de inoculacién se conoce

como chagomay generalmente es en tejido subcuténeo.

El Chagas es una enfermedad asociada con la pobreza, que de una manera silenciosa
mina la salud de los individuos y puede traer consecuencias letales. Las zonas
endémicas son principalmente zonas rurales del continente Americano donde las
chinches viven en el adobe, en €l pasto, en las grietas y los patios de las casas. Segun la
Organizacion Mundia de la Salud, la enfermedad afecta a cerca de un cuarto de la
poblacion de América Latina. Alrededor de 100 millones de personas viven en zona de
riesgo de contraer e parésito y de 16 — 18 millones de personas son infectadas.® En
Meéxico existe un millon y medio de personas que portan la enfermedad, segun datos de

|a Secretaria de Salud Federal.

Hasta hoy no se cuenta con ninguna vacuna especifica, sin embargo, muchos
cientificos trabgjan en la sintesis y caracterizacion de derivados de nifurtimox vy
benznidazol 1os cuales son los farmacos en uso, se espera que estos derivados puedan

presentar actividad antichagasica con menos dafios colaterales ala salud.
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A.ll Actividad bioldgica de nifurtimox

El nifurtimox (4-[(5-nitrofurfurilideno)aminol]-3-metiltiomorfolina-1,1-dioxido) es
un potente farmaco tripanosomicida utilizado desde la década de los afios 70 en

Sudamérica en tratamientos contra el mal de Chagas .

El nifurtimox se absorbe via oral, sin embargo, se presenta en concentraciones muy
bajas en € plasma, tegjidos y orina, 1o que indica su rdpida biotransformacion. Los
efectos secundarios no deseables del nifurtimox son reacciones de hipersensibilidad
(dermatitis, fiebre, ictericia, infiltrados pulmonares y anafilaxias), complicaciones
dependientes de ladosis y edad de los individuos, principamente en el sistema nervioso

central y periférico, asi como frecuente aparicion de nduseas, vomito, miagiaetc.®

Este nitrofurano es un compuesto nitroheterociclico cuya actividad biologica
depende de la reduccién del grupo nitro RNO, a anién radical nitro RNO,™, € cual
transfiere electrones a oxigeno molecular para formar anion superdxido, (Ox-) y
peréxido de hidrogeno H,O, (especies ROS). Estas formas de oxigeno son altamente
perjudiciales hacia componentes celulares, incluyendo los lipidos, el DNA vy las
proteinas. La actividad tripanosomicida se debe a que e T. cruz tiene deficiencia de
defensas contra los radicales libres, ya que carece de enzimas antioxidantes, como la
catalasa y es particularmente sensible a las especies de oxigeno activas.*** Ademas la

nitroreductasa es muy activa en Tripanosoma cruzy.*’

Experimentos en tripanosomas y amastigotes de T. Cruzi muestran que laresistencia

del pardsito esta relacionada con la cantidad de tioles libres reducidos que tengan
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presentes, ya que se observo que a tratar las cepas con el farmaco nifurtimox disminuyo
la cantidad de tioles libres. El decremento de estos tioles podria ser consecuencia de su
conjugacion con los metabolitos producto de la reduccion del nitro tales como el
derivado nitroso.®® Otra evidencia de que los glutationes libres estan involucrados en la
defensa del parasito contra € nifurtimox es que aguellas cepas en las que se encontrd

unamayor cantidad de estos tioles presentaron una mayor resistencia.

En un estudio electroquimico desarrollado con las técnicas de voltamperometria
ciclicay coulombimetria a compuestos rel acionados estructuralmente con el nifurtimox,
por la presencia del grupo 5-nitrofurano, se observd que los potenciales normales de
reduccion del grupo nitro obtenidos por voltamperometria ciclica proporcionaban
informacion de la facilidad del proceso de transferencia de electrones. Estos se
relacionaban con los datos de la actividad bioldgica in vitro previamente publicados
expresados como porcentgje de inhibicién de crecimiento. Los voltamperogramas
obtenidos para nifurtimox y sus analogos fueron similares, o que indica que tienen €

mismo mecanismo de accidon.?®
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A.l11 Actividad biologica de benznidazol

El benznidazol es un nitroimidazol. Los nitroimidazoles son compuestos que han
sido han sido usados con fines terapéuticos durante los ultimos 40 afios. Estos
compuestos son importantes porgque son activos contra bacterias Gram.-positivo, Gram.-

negativo y protozoarios entre otros. %

El benznidazol (N- benzil -2- nitroimidazol -1-acetamida) es utilizado en la
enfermedad de Chagas y es efectivo solamente durantes la etapa aguda de la
enfermedad.”** El anién radica nitro y e derivado hidroxilamina son los
intermediarios responsables de la accién téxica de los nitroimidazoles.”® Las
propiedades farmacologicas de estos compuestos han sSido relacionadas

cuantitativamente a par redox (RNO./RNO,™) y alaformacion de la hidroxilamina®

Al igua que en nifurtimox la accidn tripanosomicida se debe a la generacion del
anion radical nitro y alos metabolitos altamente el ectrofilicos que se forman durante la

reduccion del grupo nitro.

Experimentos in vitro demuestran que e derivado hidroxilamina producto de la
reduccion del grupo nitro es una de las especies responsables de la accion toxica de
benznidazol ya que reacciona con acidos nucleicos in vitro y se cree que e ADN es €l
blanco principal de dafio in vivo causando mutagénesis. Se ha observado también que la

hidroxilamina formadain situ por lareduccién de nitroimidazoles causa dafio a DNA
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fisisorbido sobre la superficie del electrodo de trabajo, los cuales son detectados
electroguimicamente al comparar los potenciales de reduccion utilizando € electrodo

modificado con los obtenidos con un electrodo no recubierto de DNA. %4

Ambas la doble hélice y las hebras de DNA sufren la accién de las drogas
nitroimidazoles, e dafio a DNA depende de la estabilidad de los productos
intermediarios formados durante la reduccion.”® El anion radica nitro es la especie
principal mente responsable del dafio al DNA, oxidando su doble hélice ya que. las bases
de acido nucléico interacttan con los intermediarios generados durante la reduccion del

nitroimidazol.
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La reduccion electroquimica de los nitroimidazoles que se ha observado es (ecuacion

A-1aA-9)
P + P (A-1)
R-N_ + H @ R-N
o OH
9 . O (A-2)
R-NQ + € - R'N\
* OH OH
- OH
. O . o (A-3)
R-N+\ + H == +\O
OH H
OH .. ,OH (A-4)
oH OH
OH
R_.l\.k_/ - [N (A-S)
Non + € —> R—N=0 + HYO
+
(] .- (A-6)
R—N=0 + € — R—N—0 ——> R—N—OH
; H* (A-7)

R—N—OH + € —> R—N—0OH —» R—NH-OH
R—N—OH * H — RN-OH, + e——>RNH + H,0 (A-8)

. . (A-9)
R-NH + € H

—_—> RNHz
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Anexo B

TECNICAS UTILIZADAS
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B.l Voltamperometria ciclica

Esta es una técnica electroanalitica en donde se aplica un barrido de potencial en la
que se utiliza un electrodo estacionario (electrodo de trabajo) inmerso en una solucién
en reposo. La sefial de excitacion en forma de onda triangular (figura B-1) se aplica con
respecto a un electrodo de referencia en una variacion continua de potencial a través de

la interfase electrodo-solucién y puede repetirse varias veces.”® La respuesta del

sistema que se registra como consecuencia de esta perturbacion es la corriente, 1. Las

gréficas del vs. E son conocidas como voltamperogramas (figura B-2).

Ciclo 1
[ |
Ey
L @ A
O )
2 !
= % / \ =,
> ¢ -
© / | et
c
T / Y
o E;;
0 0 40 60 80
TIEITI ﬂ, s o= o.s + D.2
P E(V) vs Ag/Ag
FiguraB-1 Sefia de excitacion tipica parala Figura B-2 Voltamperograma ciclico tipico para una
voltamperometriaciclica. Ej j = potencial deinicio, ~ reaccion reversible. Epc = potencial de pico catodico,

Epa = potencial de pico anddico, Ipc = corriente de

Er1y Baz = potencidles deinversion. pico catodico, Ipa = corriente de pico anddico.
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El barrido de potencial, E, serealizaentre losvalores. E; E; 1y E, 2donde, E; es
el potencial de inicio en e cual no ocurre un proceso redox sobre e electrodo de
trabajo, mientras que, E; 1 es € potencial deinversion. El barrido seiniciade Ej aE; 1 en
un barrido directo hacia potenciales mas positivos 0 negativos, hasta que ocurre la

oxidacién o reduccién respectiva del soluto en estudio en E, ;, donde se reorienta la

direccion del barrido para que el potencia regrese a su valor inicial E;j, conocido como
barrido inverso. El barrido se determina para un experimento particular generalmente
por la posicion del par redox de interés. Los valores de las velocidades de barrido, v =
dE/dt, pueden variar dentro de un intervalo de 0.04Vs* a 1000V s* dependiendo de las

escalas de tiempo que se requieran para el experimento.

Lo queilustralafigura B-2 en € barrido directo es un pico de corriente anddica,

| pa debida a una semireaccion de oxidacion, mientras que en € barrido inverso se

observa un pico catddico, I p., consecuencia de la reduccion electroquimica del producto

obtenido en el barrido directo. La voltamperometria ciclica se utiliza principamente
para caracterizar las propiedades redox de compuestos y para estudiar 10s mecanismos
de las reacciones redox, asi como para obtener informacion termodindmica de dichos
procesos, de la cinética de las reacciones de transferencia de electrones y de las

reacciones quimicas acopladas.*’

Se registra la corriente en la superficie del electrodo de trabgo (figura B-2)
durante el barrido de potencial de onda triangular. En el barrido entre la regién ay c e

potencial
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aplicado llega a ser suficientemente positivo y causa la oxidacion de la especies
reducida, R, (ecuaciéon B-1), en la superficie del electrodo acompafiado de un répido
aumento de la corriente a medida que la concentracion superficial de R se hace cada vez
menor. En & punto b, las concentraciones de R y de la especies oxidada, O, son iguales.
La corriente del pico empieza a disminuir (puntos ¢ a €) cuando la concentracion de R
es tan pequefia, que su contribucién a la corriente es despreciable comparada con la
contribucién de la capa de difusién, la cua sigue extendiéndose hacia €l interior del
seno de la solucion. En é punto d, la concentracion de R en la superficie del electrodo
es igua a cero. En € punto e se invierte la direccion del barrido. Sin embargo, la
corriente continda siendo anddica incluso cuando el barrido se dirige a potenciales méas
negativos. Una vez que & potencial es suficientemente negativo, la corriente cae a cero
y entonces empieza a observarse una corriente catodica. La corriente catodica resulta de
la reduccién de Oy que se ha acumulado cerca de la superficie durante el barrido directo.
Esta corriente catddica (puntos h aj) da un pico (punto i) y después disminuye (puntos i
aj) amedida que O acumulado se consume en la reaccion catddica. El primer ciclo se

completa cuando el potencial acanzael valor de E;;.

(B-1)

R-1e O

Lamagnitud de la corriente anddica o catddica durante un barrido de potencial se
relaciona con los perfiles de concentracion-distancia de | as especies oxidadas Oy y

reducidas R (figura B-3) entre &l electrodo y € seno de la solucion.
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Figura B-3 Voltamperograma ciclico de 1mM O en éectroalito
soporte. Barrido de potencial vs. SCE. Perfiles de concentracion-
distancia.

Debido a que las reacciones electroquimicas son heterogéneas, la cantidad de especie

electrogenerada de O 6 R depende del &rea del electrodo de trabajo. Al utilizar un

microelectrodo solo la concentracién interfacial del electrodo se ve afectada por las

reacciones electroquimicas generando la zona conocida como capa de Nernst e

induciendo la transferencia de masa del reactante por difusion. Se supone que las

concentraciones més aléa de esta capa limite se mantienen uniformes. Asi la corriente

del pico (anédico o catédico), es directamente proporcional a gradiente de
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concentraciones e inversamente proporcional a espesor (8) de la capa de difusion de

Nernst, como lo muestrala ecuacion B-2.%°

(B-2)

= nFAD(aCj
8X x=0

donde i es la corriente (A), n es € numero de electrones transferidos por ion
(equivalentes/ mol), F es la constante de Faraday (C/mol), A es € &rea del electrodo
(cm?), D es el coeficiente de difusién (cm?/s), C es la concentracion (mol/cm®), y x esla

distancia desde € electrodo (cm).

Los pardmetros importantes de un voltamperograma ciclico son las magnitudes de la
corriente de pico anddico, ip,, Y catodico , inc, que dan informacion de la concentracion de
la especie electroactivay del nimero de electrones transferidos. El vaor del potencial de
pico anodico, Eg,, y catodico Ey, cuyo valor corresponde respectivamente a la cantidad
de energia requerida para que la oxidacién o reduccién ocurran. Cuando en un par redox
ambas especies intercambian electrones rgpidamente con € eectrodo de trabajo se dice
gue se tiene un sistema reversible. El potencial de media onda ( potencial forma de

reduccion) Ey, paraun par reversible esta centrado entre Epa Y Epe (ecuacion B-3).

E1/2 = (Epa + Epc )/2
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El nmero de electrones transferidos, n, para un par quimicay electroquimicamente
reversible puede ser determinado mediante la separacion entre los potenciales de pico

(ecuacion B-4).

AEp = Epa— Epc = 0.056 V /n (B-4)

Para una transferencia monoelectronica reversible se espera obtener un valor AEp
aproximado de 0.056 V. Una cinética lenta de transferencia de electrones sobre la
superficie del electrodo dalugar alairreversibilidad del proceso que se evidencia por un

aumento en la separacion de los picos, AEp > 0.056 V/n.

La corriente de pico para un sistema reversible se describe por la ecuacion de

Rancles-Sevcik ' para el barrido negativo en el primer ciclo (ecuacion B-5).

ip = (2.69x10°)n¥?AD, 2 v2 C (B-5)

donde i, es la corriente de pico (amperes), n es el nimero de electrones transferidos, A
es el 4rea del electrodo (cm?), D, es e coeficiente de difusién (cm?/s), C es la
concentracion (mol/cm®), y v es la velocidad de barrido (V/s). De acuerdo a ésto, ip
aumenta con lav*?y es directamente proporcional ala concentracion. Los vaores de Tpc

Y ipa SON idénticos para un sistema reversible (ecuacion B-6):
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Sin embargo, larelacion de corrientes puede ser influenciada significativamente por
reacciones quimicas acopladas a proceso del electrodo. La irreversibilidad
electroquimica se origina por € lento intercambio del electron de las especies rédox
con € electrodo de trabajo. En este caso, las ecuaciones (B-3), (B-4), (B-5) y (B-6) no

son aplicables.

{a) (h) (c)
—f —

Figura B-4. Voltamperogramas ciclicos representativos. (a) Proceso
reversible. (b) Proceso irreversible. (c) Proceso con reacciones quimicas
acopladas.
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Suponiendo que e proceso de electrodo es totalmente irreversible (ecuacion B-6), €
voltamperograma se ilustra en la figura 1.7a. Notese la ausencia total de picos de
corriente anddica. Esto es consistente con € bajo porcentaje de reoxidaciéon de R e

inclusive es una evidencia experimental de irreversibilidad.

R (B-6)

O+ne

En lafigura B-4c se observa un pico anddico menor a catédico. Si a velocidades
de barrido rgpidas se observa un aumento del pico anddico y a velocidades lentas
disminuye, el comportamientos se asocia a una reaccion quimica, C, la cua es una
reaccion subsiguiente a la transferencia de electrones, E (reaccion electroquimica)

(ecuacion B-7)

R (B-7)

Productos

Mecanisto EC  E: O+ne

C: R

donde R reacciona quimicamente y no queda disponible para su reoxidacion durante €l

barrido inverso.
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B.1l Coulometria

La coulometria es un método basado en la oxidacién o reduccion de un compuesto
electroactivo, durante el tiempo suficiente para garantizar su conversion cuantitativa a
un nuevo estado de oxidacion. De esta manera este método es Util para establecer €l
nimero de electrones n involucrados en una reaccion electroquimica y obtener
informacion sobre la estabilidad de las especies generadas a escalas de tiempo grandes
(minutos).*® Las ventajas que se tienen a utilizar este método paracalcular e valor den
son que no se requiere calibrar el area del electrodo de trabajo y no se requiere un
conocimiento previo del coeficiente de difusion a diferencia de otras técnicas como la
voltamperometria ciclica. Las desventgjas que presenta es que no es de los métodos méas
selectivos, por ello para e andlisis coulométrico, una condicion necesaria es que las
reacciones se efectien en un 100% de eficiencia electroquimica, es decir los electrones
no pueden utilizarse en reacciones colaterales, o de lo contrario la medicion de la
cantidad de carga pierde su significado.**%*

Para realizar una coulometria se utiliza como electrodo de trabao, un
macroelectrodo, para garantizar la completa conversion de la sustancia de interés a un
nuevo estado de oxidacion. Al redlizar la coulometria de potencial controlado, se
obtiene una curva carga-tiempo , Q-t, que sirve para sirve para estimar el total de
coulombios consumidos asociados a la cantidad de sustancia electrolizada, 1o cual
permite la determinacion del vaor de n, mediante la ley de Faraday (ecuacion B-8), la

cual eslabase del andlisis coulométrico.

Q°=nFN, (B-8)
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donde Q° es e vaor de carga total Q en coulombios, una vez completada la
conversion ( t— o« ), N, es e numero total de moles de sustancia electroactiva

inicialmente presentesy es el nimero de electrones intercambiados.

Para validar € céculo de n se requiere que e mecanismo observado en técnicas
electroguimicas de microescaa (menores de una décima de segundo), como la
voltamperometria ciclicay el observado en experimentos preparativos (escala de varios
minutos 0 mas) sea idéntico, una condicion dificil de verificar cuando se realizan
reacciones quimicas muy lentas posteriores a la transferencia electronica, las cuales

pueden o no afectar alas mediciones voltamperométricas.

Antes de iniciar un experimento coulométrico debe elegirse un potencia fijo de
electrodo dentro de un intervalo en el que € pico voltamperométrico asociado a la
sustancia a electrolizar alcance su valor limite y no a valores mayores; porque esto
altimo podria conducir a la electrdlisis de especies indeseables. La optimizacién de los
tiempos de reaccion depende de una agitacion efectiva de la solucion y de la seleccion

de un electrodo de trabajo con unagran superficie®”.
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B.111 Espectroelectroquimica UV-vis

Las bases de la espectroelectroguimica son, en principio, simples. Si un haz de
radiacion electromagnética atraviesa un electrodo transparente en € que se esta
produciendo una reaccion electrodica, la evolucién de este proceso puede ser seguido

por las variaciones de absorbancia del sistema (figura B-5).

P

Figura B-5 Un haz de radiacion atraviesa un electrodo transparente en
direccion normal.

Para que lo anterior sea valido se debe satisfacer: 1) que el electrodo sea transparente
alaradiacion y, naturalmente, que sea conductor de la corriente eléctrica; 2) que alguna
de las especies que participan en la reaccion, reactivos o productos, sean capaces de

interaccionar con € haz de radiacion.

Considerando el caso particular de la espectroscopia ultravioleta—visible, laradiacion
el ectromagnética comprende una longitud de onda, A, entre 190 y 800 nm. Esta radiacion
es absorbida por las moléculas, causando la promocién de un electron de un estado basal a

un estado excitado, liberandose el exceso de energiaen formade calor.
Suponiendo que en un electrodo plano y transparente mediante una electrélisis

preparativa a potencial controlado se produce la reaccion (ecuacion B-9) para

electrogenerar in situ especi es reactivas como |os aniones radicales:
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R-NO, +le —* R-NOj (B-9)

Considerando que la disolucion no se agita y que la especie R-NO; generada,

inicialmente ausente de la disolucion, es capaz de absorber radiacion ultravioleta a una

longitud de onda caracteristica, las variaciones de absorbancia detectadas a esa longitud de
onda particular, son consecuencia de la gparicion de una cierta concentracion de R - NO;, en
la capa de difusion. En una primera aproximacion, es posible relacionar la absorbancia
+medida, A, con la concentracion molar deR-NOj en la capa de difuson mediante

aplicacion de laecuacion de Lambert-Beer (ecuacion B-10)

A=¢lC, (B-10)

donde; A es la absorbancia, ¢ es € coeficiente de absortividad molar, | es el camino ptico

determinado por lalongitud de lacelday c la concentracidn de |a especie absorbente.

S se asume que €l producto de la electrdlisis es Unicamente laespecie R - NO; ™ y que no
sufre reacciones quimicas acopladas que den como resultado otras especies que absorban
radicacion ultra-violeta a longitudes de onda muy cercanas a la de la especie R-NO;

entonces a graficar la absorbancia como funcion del tiempo de electrélisis, ésta debe ser una

linearecta (figura B-6).
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