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Abreviaturas
AE
®
acac
ADN
AINE
APS
ATP
ARN
bipy
Clso
[Cu(bipy)2](NO3)2
[Cu(bipy)(Indo)]NOs3
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs3

[Cu(fen)2](NO3)2
[Cu(fen)(Indo)]NO3
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs3
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NOs3

(
(
(4
[Cu(5,5’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs
(
(
(
(

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]NO3

E1n
Ea
Ec

diferencia de potencial

marca registrada

acetil acetonato

acido desoxirribonucléico

antinflamatorio no esteroideo

persulfato de amonio

trifosfato de adenosina

acido ribonucleico

2,2’-bipiridina

concentracion inhibitoria media

nitrato de bis(2,2’-bipiridina) de cobre(ll)
[Cu(2,2’-bipiridina)(Indo)]NO3
[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(Indo)]NOs
[Cu(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina)(Indo)]NOs
nitrato de bis(1,10-fenantrolina) de cobre(ll)
[Cu(fen)(Indo)]NOs3
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(Indo)]NOs
[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(Indo)]NOs
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-
fenantrolina)(Indo)]NO3

Potencial de media onda

potencial de pico anddico

Potencial de pico catddico

electrodo normal de hidrégeno

especies reactivas de oxigeno

ferricinio

ferroceno

1,10-fenantrolina

Indometacina, 2-[1-(4-clorobenzoil)-5-

metoxi-2-metilindol-3-ilJacido acético
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HOMO

H2NaPO4
HNa2PO4
HOAc
N-N

NaOAc

I

Indo

IR

LMCT
MBA
MeOH
MLTC

Ph

pHe

pHi
PNIPAAmM
RPE

S
TBAPFe
TEMED
UV-Visible
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energia

fosfato monobasico de sodio

fosfato dibasico de sodio

acido aceético

diimina aromatica (2,2’-bipiridina o 1,10-
fenantrolina)

acetato de sodio

momento magnético nuclear

indometacina desprotonada

infrarrojo

transferencia de carga ligante-metal
N,N-metilenbidacrilamida

metanol

transferencia de carga metal-ligante
potencial de hidrégeno

potencial de hidrégeno extracelular

potencial de hidrégeno intracelular

poli (N-isopropilacrilamida)
resonancia paramagneética electronica
momento magnético de espin
hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina

ultravioleta-visible
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Unidades
grado Celsius
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kelvin
litro
mililitro
milimol
militesla
milivolt
nanometro

ohmio u ohm

fuerza centrifuga relativa o fuerza g

segundo

volt
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Resumen

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial y la incidencia va
en aumento. Dentro de los tratamientos empleados destaca la quimioterapia por su
alta eficiencia; sin embargo, presenta inconvenientes como elevada toxicidad en
células sanas debido a su baja selectividad y a la resistencia celular adquirida por
parte de las células tumorales, por lo que actualmente continua la busqueda de
nuevas moléculas con mayor actividad antitumoral, asi como nuevas formas de
administracién de los farmacos quimioterapéuticos.

En este proyecto se llevé a cabo la sintesis y caracterizacion de siete
compuestos de coordinacién de cobre con estructura general [Cu(N-N)(Indo)]NOs,
donde N-N representa ligantes bidentados de tipo diimina 1,10-fenantrolina o 2,2'-
bipiridina con sustituyentes metilo en diferentes posiciones de los anillos aromaticos
e Indo representa el farmaco indometacina desprotonado.

Los compuestos sintetizados se obtuvieron con buena pureza de acuerdo
con el analisis elemental obtenido, se comportan como electrolitos 1:1 en disolucion
de MeOH, descomponen a temperaturas superiores a los 143 °C y el centro metalico

de cobre se encuentra en estado de oxidacion 2* con un estado electréonico basal

donde el HOMO posee principalmente un caracter dx%.y2.

Todos los compuestos poseen un centro metalico de cobre en estado de
oxidacion 2* que adopta una geometria piramide de base cuadrada, con un nucleo
de tipo CuN20:2 y los cuatro atomos donadores provenientes de la unién bidentada
de la diimina y de la indometacina en el plano xy; la posicion axial se encuentra
ocupada por moléculas de disolvente y el anién nitrato esta fuera de la esfera de
coordinacion. El estudio del comportamiento oxido reductor del proceso Cu(ll)/Cu(l)
muestra sistemas cuasi-reversibles en los que la transferencia electrénica se lleva
a cabo de manera lenta.

La actividad antiproliferativa de los compuestos fue evaluada frente a una
linea celular de cancer cervicouterino (HelLa). Se observé que la incorporacion de
la indometacina a compuestos de coordinacion Cu-diimina permite la obtencion de
compuestos con actividad antitumoral con valores de concentracion inhibitoria

media (Clso) en un intervalo entre 0.67 y 25.2 uM.
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El compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs es uno de los mas activos en la
linea celular evaluada (0.72 £ 0.10 yM), por lo que se seleccion6 como farmaco
modelo para llevar a cabo el disefio de un nanogel sensible a los estimulos de
temperatura incrementada y pH acido, lo que permitira controlar la liberacion del
compuesto en condiciones similares a las que se encuentran en la zona tumoral.

El estudio de la interaccidn por espectroscopia de absorcidon en el ultravioleta
del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs con mondémeros o polimeros
sensibles a temperatura (Am, acrilonitrilo, PNIPAAmM) y a pH (CS) mostré que la
PNIPAAmM y el CS presentan una buena interaccionan con el compuesto de
coordinacion; ademas de que la PNIPAAm presenta una ligera influencia de la
temperatura en dicha interaccion, por lo que ambos polimeros fueron seleccionados
como constitutivos del nanogel.

El nanogel se sintetizd via la copolimerizacion de la PNIPAAmM y el CS en
atmosfera de N2 y pH acido. De acuerdo con la caracterizacion, este se encuentra
conformado por ambos polimeros y muestra tamafios de aproximadamente 100 nm

a pH=7.4 y 670 nm a pH=5.0, presenta estabilidad eléctrica en medio acido y

transiciones de fase muy similares a las reportadas en la literatura para la
PNIPAAmM.

Una vez sintetizado y caracterizado el nanogel, se llevd a cabo la

encapsulacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs en las condiciones en
las que éste se encuentra hinchado (pH acido y baja temperatura), obteniéndose un
porcentaje de encapsulacion del 69.47 £ 1.41 %, con aproximadamente 0.0496 +
0.0010 mg de compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs por cada mg de nanogel.
Al estudiar la liberacion del compuesto por parte del nanogel en diferentes
condiciones de pH (buffer HAOAc/NaOAc a pH= 5.0 y buffer H2NaPO4/HNa2PO4 a
pH=7.4) se observo un incremento en la velocidad de liberacion del compuesto
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs en condiciones acidas, lo cual se debe a que en éstas
condiciones el nanogel se hincha y permite la liberacién del compuesto. La cinética
de liberacion ajusta al modelo de Peppas-Sahlin, por lo que involucra la difusion
pasiva debida al gradiente de concentraciones y la relajacién de las cadenas
poliméricas. Al mostrar el comportamiento deseado, el sistema podria ser util para

la liberacion del compuesto en el microambiente tumoral.

Pagina | 18




Introduccién

El cancer, hoy en dia, es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial y debido a los inconvenientes que presentan los tratamientos empleados,
continua la busqueda no soélo de nuevas moléculas con una mayor actividad, sino
también el desarrollo de nuevos sistemas de administracion que permitan obtener

un control sobra las condiciones en las que se lleva a cabo la liberacion de este.

Las Casiopeinas® son una familia de compuestos de coordinacion de Cu(ll)

que han demostrado in vitro e in vivo actividad citotoxica, genotoxica y antitumoral
mediante diversos mecanismos. La incorporacion de un farmaco como ligante en la
estructura de las Casiopeinas, permitira estudiar la influencia de éste en la actividad
antitumoral.

Por otra parte, la falta de especificidad de los medicamentos convencionales
hace que la distribucion de los farmacos sea generalizada, hecho que conlleva a
efectos adversos al tratamiento. Actualmente, los nanogeles han surgido como una
alternativa a los sistemas de liberacion convencionales, al presentar un elevado
grado de hinchamiento ante cambios en el medio.

En el presente proyecto se llevo a cabo la sintesis y evaluacién de la actividad
antiproliferativa en la linea celular HeLa de siete nuevos compuestos de
coordinacién de cobre con estructura general [Cu(N-N)(Indo)]NOs, que al incorporar
el farmaco indometacina (actividad antinflamatoria, antipirética y analgésica) como
ligante en su estructura, permitira estudiar la influencia de ésta en la actividad
antitumoral de los compuestos de coordinacion.

Posteriormente, uno de los compuestos mas activos frente a la linea celular
HelLa ([Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3) se empleara como farmaco modelo para
disefar un nanogel que permita llevar a cabo la liberacion del compuesto en
condiciones de pH acido y temperatura incrementadas, similares a las del

microambiente tumoral.
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1. Antecedentes
1.1 Cancer
1.1.1 Generalidades
El cancer es un término genérico empleado para designar un conjunto de
enfermedades caracterizadas por el crecimiento y la diseminacion incontrolada de

las células. El tumor (figura 1) suele invadir el tejido circundante y adicionado a esto,

algunas células cancerigenas pueden desprenderse y trasladarse a lugares

distantes del cuerpo por medio del sistema circulatorio o del sistema linfatico y
formar nuevos tumores lejos del tumor original mediante un proceso llamado
metastasis. Actualmente se conocen mas de 100 tipos de cancer y éstos reciben,

en general, el nombre de los érganos o tejidos en donde se encuentra el tumor. [1]

Figura 1. Ejemplo de célula tumoral [1].
1.1.2 Epidemiologia
Las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportan que
el cancer es la segunda causa de muerte en el mundo. En 2015 ocasioné 8.8
millones de defunciones y tan solo los canceres de traquea, bronquios y pulmén
ocuparon el quinto lugar en causas de defuncion a nivel mundial con 1.69 millones

de defunciones (figura 2). [2]
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Figura 2. Las 10 principales causas de defuncién en el mundo (2015) [2].

Durante 2012 los tipos de cancer que se diagnostican con mayor frecuencia
a nivel mundial fueron cancer de pulmon (1.8 millones de casos, esto es el 13.0 %
del total), cancer de mama (1.7 millones, esto es el 11.9 %) y cancer colorrectal (1.4
millones, esto es el 9.7 %). Asi mismo, los que provocaron un mayor numero de
muertes fueron cancer de pulmén (1.6 millones, esto es el 19.4 % del total), cancer

de higado (0.8 millones, esto es el 9.1 %) y cancer de estdmago (0.7 millones, esto

es el 8.8 %). Los paises con mayor incidencia de cancer fueron: Dinamarca, Francia,

Australia, Bélgica y Noruega. [3]

En un principio las tasas de incidencia y mortalidad para ambos sexos se
mostraban muy semejantes; sin embargo, el desarrollo de nuevos tratamientos ha
permitido que la tasa de mortalidad se disminuya en algunos tipos de cancer. En la
figura 3 se puede observar como las tasas de incidencia y mortalidad contintdan
siendo muy similares para cancer de pulmén, estémago, higado, eséfago,

leucemias y pancreas.
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Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad de cancer para ambos sexos.
Imagen modificada de [3]

Lo anterior, aunado a que los 5 tipos de cancer mas comunes son pulmén,
mama, colorrectal, préstata y estdmago; resulta en considerables pérdidas
humanas. Se estima que el numero de personas que sobrevivian a un diagndstico
de cancer en 2014 era tan solo de 14.5 millones.

Segun estadisticas del Instituto Nacional del Cancer (NCI), aproximadamente
el 39.6% de hombres y mujeres seran diagnosticados con cancer en algun momento

de su vida.

1.1.3 Biologia del cancer

El cancer involucra una serie de mutaciones en genes recesivos 0
dominantes y cambios dinamicos en el genoma que conllevan a la alteracién de
diversas funciones como la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular.

El genotipo de una célula tumoral presenta alteraciones que influyen en su
regulacion[4], tales como evasion de apoptosis, invasion de tejido o metastasis,
angiogeénesis, replicacion ilimitada, autosuficiencia de sefiales de crecimiento e
insensibilidad a las sefiales anticrecimiento. Recientemente se han sumado a estas

desregulaciones la evasion del sistema inmune, la inestabilidad génica y mutacion,
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la desregulacioén en la energia celular y la promocion del proceso inflamatorio (figura

Autosuficiencia de Insensibilidad a sefiales
sefiales de crecimiento de anticrecimiento

\

4). [5, 6]

Potencial ilimitado de
replicacién

Angiogénesis Invasién de tejido y
metastasis

Figura 4. Principales marcadores del cancer. Imagen modificada de [6].

1.1.4 Microambiente tumoral

La desregulacion génica del tumor conlleva a la generacion de un
microambiente tumoral que favorece el metabolismo acelerado e inclusive la
migracion que caracteriza a las células tumorales.

El microambiente tumoral estd compuesto de las células tumorales en
proliferacion, una alta demanda de nutrientes que conlleva a la formacion de nuevos
vasos sanguineos en la zona del tumor, generando una sobre vascularizacidon
mediante un proceso llamado angiogénesis, un incremento en las células
inflamatorias infiltrantes, una variedad de células tisulares asociadas y una elevada
concentracion de ERO. [7]

Hoy en dia se sabe que la "fase inmune" de la inflamacién impulsada por el
tumor implica afluencia de células antitumorales al sitio. ElI entorno hipdxico
generado en el desarrollo del tumor favorece la afluencia de células inflamatorias
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que dependen de la via glucolitica para la supervivencia. Estas células no solo
sobreviven en el entorno hipoxico, sino que contribuyen a él mediante la
hiperproduccion de ERO. Las actividades inmunoinhibitorias de ERO estan
mediadas por la ruta NF-kB, que a su vez esta regulada por hipoxia y/o
reoxigenacion (figura 5). [8, 9]

La activacion de NF-kB en estas células conduce a la secrecion de TNF-a u
otras citocinas proinflamatorias que inician y dirigen la expresién regulada de los

genes de citocina responsables de la proliferacion celular (figura 5). [8]

Sefiales de activacion de NF-kB, TNF-a, IL-1B, lipopolisacaridos, proteinas
virales y otros factores como: UV, ERO, NO

QvoOVey .,

mn l l
mmdad del ‘L \

complejo quinasa IKKa Membrana celular
g e

kB
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Citocinas y receptores
Proteinas quimiotacticas
Moléculas adhesivas

|

COX-2
Acido araquidénico ——————> Prostaglandinas

|

Inflamacién

Figura 5. Ruta de inflamacién mediada por NF-kB. Imagen modificada de [8]

Del mismo modo, el transporte de iones y el control del pH tanto extracelular
(pHe) como intracelular (pHi) juegan un rol crucial en variados procesos celulares y
fisiologicos, incluyendo el control de la proliferacion celular, el metabolismo, el
potencial de membrana, la actividad mitocondrial, la sintesis de ADN vy la sintesis
de proteinas. Estudios in vitro han demostrado que las células tumorales poseen un
control del transporte de protones y un balance acido-base desregulado en
comparacion con las células sanas. [10]

El pHe de los tejidos tumorales es a menudo acido y metabolitos acidos como

el acido lactico, generados por la glucdlisis anaerédbica pueden ser una de las
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causas principales. El pHe acido aumenta la expresién de algunos genes implicados
con factores pro-metastasicos y también puede alterar la eficacia de farmacos
sensibles a pH. [11, 12]

Aunque puede haber heterogeneidad en la composicion del microambiente
tumoral de acuerdo con el tipo de cancer, las caracteristicas comunes sugieren
blancos para dirigir farmacos o sistemas acarreadores a la zona especifica del
tumor. [13]

1.2 Tratamiento contra el cancer
Actualmente se cuenta con una gran variedad de tratamientos contra el
cancer, por lo que el que se suministre dependera del tipo de cancer, la etapa en
que se encuentre e inclusive si se tiene algun otro problema de salud. Los
tratamientos mas eficaces son cirugia, radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia;
algunas veces en combinacion [14]:
+«+ Cirugia: Es el tratamiento mas eficaz para el tratamiento de tumores sélidos
y se puede llevar a cabo a diferentes niveles: cirugia de diagnéstico (se
subdivide en laparoscopia y biopsia, ambas son empleadas para el analisis
del tumor), cirugia curativa (extirpacion del tumor primario), cirugia
reconstructiva (o cirugia oncoplastica, principalmente empleada en aquellos

casos cuyo procedimiento quirirgico dana la imagen cosmética del paciente)

y cirugia paliativa (procedimiento quirurgico o colocacion de dispositivos cuya

finalidad es disminuir padecimientos relacionados con el cancer o
procedimientos quirurgicos para la reseccion de un tumor).

Radioterapia: Consiste en suministrar altas dosis de radiacion para destruir
células cancerigenas y reducir tumores. Puede ser administrada mediante la
radioterapia externa (emplea fotones, electrones o protones), la implantacién
de radiois6topos (braquiterapia) o la inyeccién de éstos (radioterapia
inyectada).

Inmunoterapia: Se basa en la generacion de la respuesta inmune por parte
del organismo y puede ser de tipo especifica, cuando la respuesta inmune
generada va dirigida especificamente hacia el tumor o no especifica, cuando

se incrementa la respuesta inmune en general.
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+* Quimioterapia: Tratamiento que emplea farmacos citotoxicos, causando asi
la muerte celular mediante diferentes mecanismos.

En el desarrollo de este proyecto la quimioterapia es de especial interés.
1.2.1 Quimioterapia

La quimioterapia se utiliza para detener o hacer mas lento el crecimiento de
las células cancerigenas, asi como reducir el tamafio de tumores antes y/o después
de una cirugia o radioterapia. Los quimioterapéuticos se clasifican basandose en
factores como estructura quimica, origen o mecanismo de accién. [15] Segun esta
ultima, los quimioterapéuticos se clasifican como:

% Agentes alquilantes: Compuestos que interactian de manera directamente
con el ADN, evitando asi que la reproduccion celular se lleve a cabo.
Antimetabolitos: Actuan como inhibidores competitivos 0 no competitivos de
metabolitos involucrados en la sintesis del ADN y del ARN.

Antibidticos antineoplasicos: Son compuestos aislados de microorganismos
con actividad antibacteriana y citotoxica cuyo mecanismo de accion es
variado, las mas utilizadas son las antraciclinas, las cuales se intercalan entre
las bases del ADN.

Inhibidores de la topoisomerasa: Interfieren con las enzimas topoisomerasas,
las cuales se encuentran involucradas en los procesos para desenredar y
religar las hebras del ADN durate la replicacion.

Inhibidores de la mitosis 0 agentes antimicrotubulares: Detienen la mitosis en
la fase M del ciclo celular. Generalmente se unen a la tubulina para evitar la

formaciéon de microtubulos (importantes en la morfologia y division celular)

aunque también pueden evitar la despolimerizacion de éstos (impidiendo asi

la division celular).

Miscelaneos: Tienen efecto citotoxico mediante diferentes mecanismos de
accion, afectando varios blancos moleculares al mismo tiempo o el
mecanismo de accion no se encuentra definido en alguno de los grupos
anteriores.

En la figura 6 se muestran algunos de los quimioterapéuticos comunmente

utilizados: la mecloretamina (agente alquilante), la citarabina o 5-fluorouracilo
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(antimetabolito), la mitoxantrona (antibiotico antitumoral) y el paclitaxel (inhibidor de
la mitosis).

a)

~ T CHs
N

Figura 6. a) Mecloretamina b) 5-Fluorouracilo c) Mitoxantrona d) Paclitaxel.

En cuanto a la clasificacion por estructura los quimioterapéuticos se pueden
clasificar en organicos e inorganicos, siendo éstos ultimos de especial interés para
el presente proyecto.

1.2.2 Quimioterapia con compuestos inorganicos

El cis-platino fue el primer quimioterapéutico de origen inorganico. Fue
sintetizado por M. Peyrone en 1845 y A. Werner describié su estructura en 1893;
sin embargo, fue hasta 1965 cuando B. Rosenberg descubrié su efecto inhibitorio
de la proliferacion celular al inhibir el crecimiento de un cultivo de Escherichia coli,
dando pauta a una nueva era de farmacos antitumorales basados en iones
metalicos. En 1971 entré a fase clinica y fue aprobado por la Administracién de

Drogas y Alimentos de EE. UU. (FDA por sus siglas en inglés) en 1978 bajo el

nombre de Platinol®. [16, 17] Actualmente contintia siendo utilizado para el

tratamiento de varios tipos de cancer entre los que se incluyen sarcomas y algunos
carcinomas (pulmén, vejiga, tumores germinales, ovario, cabeza y cuello, eséfago
y estobmago). [18]

Algunos de los inconvenientes del cis-platino son su elevada toxicidad
(nefrotoxicidad y neurotoxicidad), la resistencia celular adquirida y su baja

solubilidad en agua; por lo que una vez conocido el blanco molecular y los
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mecanismos implicados se disefiaron compuestos basados en él, pero con ciertas
mejoras en las propiedades, dando lugar a sus derivados de segunda y tercera
generacion.

Entre los compuestos de platino mas destacados se encuentra el
carboplatino (que pretende minimizar las interacciones con biomoléculas y fue
aprobado por la FDA en 1998 bajo el nombre paraplatino®), el oxaliplatino (aprobado
en 2002 por la FDA), el nedaplatino (aprobado en Japén, fase Il en EE. UU.), el
lobaplatino (aprobado en China, fase Ill en EE. UU.) y el heptaplatino (aprobado en
Corea del Sur) (figura 7). [19]
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Figura 7. Quimioterapéuticos de platino a) Cis-platino b) Carboplatino c)

Oxaliplatino d) Nedaplatino e) Lobaplatino f) Heptaplatino.

Los compuestos de platino se encuentran clasificados como agentes
metalatantes, ya que forman enlaces covalentes preferentemente con el N’ de la
guanina en el ADN. A partir del cis-platino y sus derivados, asi como con los avances
de la quimica bioinorganica medicinal (rama de la quimica inorganica que centra su
estudio en la funcién de especies inorganicas en los sistemas bioldgicos y la
aplicaciéon de metales en medicina) [20, 21], el desarrollo de quimioterapéuticos
basados en centros metalicos se ha convertido en un area de gran interés.

Es asi como en 1979 Kopf y Képf-Maier estudiaron la actividad citotoxica del
diclorobis(n®-pentadienil) titanio(IV), mejor conocido como titanoceno (figura 8 a)).
El disefio de este compuesto considerd que por tratarse de un compuesto neutro

con cloruros en posicion cis presentaria una actividad similar a la del cis-platino. No
Pagina | 28




presentd nefrotoxicidad ni mielotoxicidad, por lo que se convirti6 en el segundo
compuesto inorganico en entrar a fase clinica | para el tratamiento de cancer. [22]

Diversos quimioterapéuticos metalicos han logrado llegar a fases clinicas,
entre ellos destacan: NAMI-A, auranofina, y KP46 (figura 8 b), c) y d)
respectivamente). El primero contiene en su estructura un centro metalico de Ru(lll)
y logro llegar a fase clinica Il, donde fue descartado por presentar efectos
secundarios como neutropenia, anemia, elevacion de enzimas hepaticas, elevacion
de creatinina transitoria, nauseas, vomitos, estrefiimiento, diarrea, fatiga y toxicidad
renal; ademas, al combinar el tratamiento con gemcitabina (quimioterapéutico
antimetabolito utilizado para tratar cancer de ovarios, mama, pulmoén no microcitico
y pancreas) no mostré una mejora significativa frente a los resultados Unicamente
con la gemcitabina. [23, 24]

La auranofina (figura 8 c)) posee un centro metalico de Au(l) y se encuentra
en fase clinica Il en EE. UU. para el tratamiento de leucemia linfocitica cronica.

El KP46 (figura 8 d), también conocido como FFC11 es un compuesto de
Ga(lll) que se encuentra en fase clinica | para el tratamiento de melanomas. [22]

<l
-~ ’ ™~

CHs

Figura 8. a) Titanoceno b) NAMI-A c) Auranofina d) KP46 o FFC11.
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El disefio de los quimioterapéuticos se encuentra enfocado principalmente en
interferir en las vias metabdlicas de la proliferacién celular; debido a esto aquellas
células sanas que presenten replicacion rapida como las de la médula 6sea y la
pared del intestino tienden a ser las mas afectadas, produciendo asi efectos
secundarios como: fatiga, nausea, vomito, mielosupresion, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, ulceracién de mucosas y alopecia.

Debido a esto, el reto de la quimica bioinorganica medicinal consiste en
desarrollar moléculas activas que presenten mayor actividad antitumoral y una
menor toxicidad hacia las células sanas; siendo una de las estrategias el empleo de
metales esenciales para los cuales el organismo posee un mecanismo
homeostatico, hecho que pudiera disminuir considerablemente su toxicidad.

Hoy en dia se cuenta con la evaluacién de citotoxicidad de compuestos
desarrollados a partir de metales esenciales; entre ellos destacan compuestos de
coordinaciéon de manganeso, cobalto y cobre con ligantes tipo salen, cobre y
manganeso con salicilaldehido y algunos de cromo. [22] En esta tesis se abordara
el desarrollo de quimioterapéuticos cuya estructura esta compuesta por un centro

metalico de Cu(ll).
1.3 Cobre

1.3.1 Quimica del cobre

El cobre es el primer elemento del grupo 11 de la tabla periddica, posee una
configuracion electronica [Ar]3d'°4s’ y sus estados de oxidacion son |, 11 y IlI.

El Cu(l) es un sistema d'° por lo que sus compuestos son diamagnéticos y

generalmente incoloros. Los numeros de coordinacion mas comunes para el Cu(l)

son 2 (lineal), 3 (trigonal plana) y 4 (tetraédrica). ElI Cu(ll) es un sistema d® por lo

que sus compuestos son paramagnéticos con distorsion Jahn-Teller y numeros de
coordinacion 4 (tetraedro distorsionado y cuadrado plano), 5 (piramide de base
cuadrada) y 6 (octaédrica). El Cu(lll) es un sistema d® y es poco comun, aunque
ligantes de tipo amina basados en piridina, amida desprotonada, tioles o

macrociclicos pueden estabilizarlo. [25]
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1.3.2 Importancia biolégica del cobre

El cobre es un metal esencial, por lo que un adulto sano de aproximadamente
70 kg de peso posee 110 mg de éste distribuidos principalmente en cerebro, rifidn,
corazon e higado.

En sistemas biologicos el cobre se encuentra formando parte de numerosas
proteinas y sus funciones estan relacionadas fundamentalmente con Ila
transferencia electronica, la catalisis de procesos redox y el transporte y la
activacion de dioxigeno. [26] Algunos ejemplos son: la plastocianina, proteina

encargada de la transferencia de electrones entre el citocromo f del complejo del

citocromo bs’ del fotosistema Il y P700+ del fotosistema | durante la fotosintesis,

Cu,Zn-SOD o SOD1, una enzima citoplasmatica de cobre y zinc encargada de
dismutar al radical superoxido en oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno, la
hemocianina, proteina encargada del transporte de oxigeno en moluscos vy
artrépodos y la dopamina B-hidroxilasa, enzima que se encarga de catalizar la

introduccién de un atomo de oxigeno a la dopamina para formar noradrenalina. [25]

1.3.3 Quimioterapéuticos de cobre

Considerando la elevada toxicidad de los quimioterapéuticos empleados y la
importancia biologica del cobre surge el proyecto Casiopeinas®, encabezado por la
Dra. Lena Ruiz Azuara, el cual tiene como objetivo el disefio de farmacos con un
centro metalico de cobre con una mayor actividad y un menor costo; asi como el
desarrollo de quimioterapia nacional.

Algunos otros compuestos de cobre con actividad antitumoral han sido
desarrollados. ElI compuesto [Cu(3-etoxioxibutiraldehido-bis-(tiosemicarbazona)]
también conocido como [Cu(KTS)z] demostré tener una buena actividad citotoxica
(figura 9 a)); aunque no se continud su evaluacion en fases clinicas, fue un
preambulo para la investigacion de compuestos de cobre con tiosemicarbazonas
(R1R2C=N-NR3-CS-NR4Rs), los cuales generalmente presentan buena actividad
antineoplasica, pero poseen inconvenientes como baja solubilidad y alta toxicidad
en modelos in vivo.

En general, compuestos de cobre con ligantes tipo base de Schiff (R1R2C=N-
R3, donde R3 es un grupo arilo o alquilo) han demostrado poseer actividad citotoxica.
Padhye y su grupo de trabajo han evaluado y demostrado la actividad de estos
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compuestos frente a lineas de tumor de pancreas, el mecanismo propuesto
involucra la inhibicion de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) y la
desregulacion de las proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2 (linfoma de células B 2) y Bcl-
XL (linfoma de células B extra grande). [22]

Los derivados de isatina sintetizados por el grupo de Cerchiaro (figura 9 b))
presentan equilibrios ceto-enol y por tanto una elevada estabilidad, la actividad de
estos compuestos se debe a la induccion de apoptosis a través de la via
mitocondrial con mecanismos dependientes e independientes de p53 (proteina
supresora de tumores).

Por otro lado, Zhou et al. reportaron que el compuesto [Cu(fen)2]?* (figura 9
c)) induce apoptosis en la fase G1 del ciclo celular en carcinoma de higado Bel-
7402, ademas de catalizar reacciones redox para producir ERO y disminuir la
relacion GSH/GSSG (glutation/glutation oxidado). Posteriormente se reportd la
elevada actividad citotoxica de dicho compuesto frente a lineas tumorales humanas
(leucemia HL60 y estomacal SGC-7901). [22]

a)

/l\\/w

Figura 9. a) [Cu(KTS)2] b) Derivado de isatina c) [Cu(fen)z2]*-.

1.4 Casiopeinas
1.4.1 Composicion quimica de las Casiopeinas

Las Casiopeinas® (figura 10) son una familia de compuestos de coordinacion
con férmula general [Cu(N-N)(N-O)]JNOs, [Cu(N-N)(O-O)]NOsy [Cu(N-N)(O-O)]NOs.
[27, 28] Presentan en su estructura un nucleo Cu(ll) cuya esfera de coordinacion
contiene un ligante primario bidentado de tipo diimina aromatica como 2,2’-bipiridina
y 1,10-fenantrolina con diferentes sustituyentes en los anillos aromaticos (N-N) y un
ligante secundario que varia de acuerdo con la generacién, pero que presenta
atomos donadores (N-O), (N-N) u (O-0O).
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La primera generacion posee ligantes cargados donadores (N-O) como ao-
aminoacidos, acetilacetonatos o salicilaldehidos; la segunda generacion posee
ligantes neutros donadores (N-N), como 2-aminometilbenzimidazol, etilendiamina y
4,5-dimetil-o-fenilendiamina y la tercera generacion incorpora como ligante donador

un farmaco con actividad conocida.
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Figura 10. Estructura general de las Casiopeinas®.
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Estudios de difraccion de rayos X por el método de monocristal han permitido
determinar la geometria que presentan las Casiopeinas® en estado sdlido, la cual
se ha asignado como piramide de base cuadrada ligeramente distorsionada cuya
posicion axial se encuentra ocupada por moléculas de disolvente o por el anion
nitrato.

Estudios in vitro e in vivo han comprobado que las Casiopeinas poseen
actividad citotéxica [29, 30], genotdxica [30] y antitumoral. [31, 32]

1.4.2 Mecanismo de accion de las Casiopeinas®

El mecanismo de accion de las Casiopeinas® se encuentra en estudio; sin
embargo, diversos trabajos han demostrado que actuan principalmente en el nucleo
y la mitocondria; desencadenando muerte celular principalmente por apoptosis.

a) Intercalacion con el ADN

Galindo Murillo, R. et al. [33] empleando la teoria cuantica de atomos en
moléculas determinaron que las Casiopeinas® son capaces de unirse al ADN e
interactuar preferentemente con el surco menor. Por otro lado, Becco L. [34] y su

grupo de trabajo llevaron a cabo estudios in vitro de la interaccion de las bases del

ADN provenientes del plasmido pBR322 con las Casiopeinas® Casll-gly [Cu(4,4'-
dimetil-bipy)(acac)]NOs, Cas lll-ia [Cu(4,7-dimetil-fen)(acac)]NOs y Cas lll-Ea
[Cu(4,7-dimetil-fen)(gly)]NOs (figura 11) en buffer HEPES a pH=7.4 y 37°C durante

20 h. Las imagenes de microscopia de fuerza atémica (AFM por sus siglas en inglés)

muestran fragmentacion del ADN en (a) y (c) y abertura en (b) (figura 12).
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Figura 11. Estructura de las Casiopeinas (a) Casll-gly (b) Caslll-ia (c) Cas lll-Ea.
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Figura 12. Imagenes de MFA (a) Casll-gly (b) Caslll-ia (c) Cas lll-Ea.
Imagen modificada de [34].
b) Disminucion de reductores enddégenos
Experimentalmente se ha observado que las Casiopeinas® pueden tener una
coordinacion directa con reductores endoégenos (como GSH) para formar ERO, que,
a su vez, favorecen la muerte celular. Aunado a esto, la disminucién de los niveles
de GSH producen una disfuncion mitocondrial.
c) Generacién de ERO

El Cu(l) es capaz de llevar acabo reacciones tipo Fenton, por lo que las

Casiopeinas® una vez reducidas por algun reductor endégeno como GSH puede

catalizar la reduccion de H202 a -OH, lo cual se ha observado en diversas lineas
tumorales y ensayos in vitro. Kachadourian et al., [35] empleando la cuantificacion
de DMPO (N-éxido de 5,5’-dimetil-1-prolina) mediante RPE propusieron el siguiente

mecanismo (figura 13):
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Figura 13. Mecanismo de generacién de ERO. Imagen modificada de [35].

d) Interferencia en la cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa en la mitocondria.
Los compuestos Casll-gly [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(acac)]NOs y Cas lll-ia
[Cu(4,7-dimetil-fen)(acac)]NOs desacoplan la cadena respiratoria al inhibir la
produccion de ATP, lo cual tiene como consecuencia la modificacion del potencial
de la membrana mitocondrial y la liberacién del citocromo ¢, produciendo la muerte

celular via apoptosis por mecanismos dependientes e independientes de caspasas.

1.4.3 Influencia de los ligantes en la actividad antitumoral

Debido a que la familia de las Casiopeinas® es muy amplia, ha sido posible
llevar a cabo estudios de correlacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR por
sus siglas en inglés); los cuales permitieron determinar que las Casiopeinas® que
poseen en su estructura 1,10-fenantrolina presentan una mayor actividad
antiproliferativa in vitro en diferentes lineas tumorales humanas que aquellas que
poseen 2,2’-bipiridina. En este mismo estudio se observd que sustituyentes en la
diimina de tipo electrodonador desplazan el E12 hacia potenciales mas negativos y
por tanto poseen un caracter mas reductor. Las Casiopeinas® con el E12 mas
reductor y caracter hidrofébico presentan mayor actividad (Clso menor). [36]

En una serie de Casiopeinas® con férmula general [Cu(4,7-dimetil-fen)(a-
aminoacidato)]* ante las lineas tumorales HelLa (cancer cérvico-uterino), HCT-15
(adenocarcinoma de colén) y SKL-U (adenocarcinoma de pulmén), se observé que
la modificacion del ligante secundario no influye de manera significativa la actividad

antiproliferativa in vitro. [37, 38]
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La siguiente grafica muestra que modificaciones en los sustituyentes de la

1,10-fenantrolina generan diferencias mayores que aquellas provocadas por el

cambio de aminoacido como ligante secundario (figura 14).
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Figura 14. Actividad antiproliferativa de las Casiopeinas® con variaciones en el

ligante primario y secundario. [37]

Por lo anterior, y debido al uso de antiinflamatorios como terapia paliativa en
el tratamiento contra el cancer, se consideré que la incorporacion de un farmaco
con actividad antiinflamatoria conocida como ligante secundario no conllevaria a
una variacion significativa en la actividad antitumoral y permitiria explorar la
actividad dual por parte de los compuestos. El farmaco que se seleccioné para llevar
a cabo dicha modificacién fue indometacina.

1.5 Indometacina

La inflamacién es una respuesta protectora del organismo frente infecciones,
heridas o problemas médicos cronicos. Los farmacos antiinflamatorios se dividen
en dos categorias, esteroideos y no esteroideos. Los antiinflamatorios esteroideos
muestran una mayor respuesta que los no esteroideos; sin embargo, pueden tener
efectos secundarios graves como pérdida de hueso, cataratas, problemas con la

capacidad de combatir infecciones, hinchamiento, aumento de peso, cambios de
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humor, presién arterial alta y problemas con la médula ésea, por lo que se prefiere
la prescripcion de los antiinflamatorios no esteroideos.

La indometacina (figura 15) es un farmaco analgésico, antiinflamatorio y
antipirético perteneciente a la familia de los antiinflamatorios no esteroideos (AINE
o NSAID). Se sintetizd por primera vez en 1963 y fue aprobada por la FDA en 1965;
es uno de los AINEs mas activos y se encuentra comercialmente disponible en
diversas presentaciones como tabletas, capsulas, supositorios, gel, unguento,

solucion y suspension. [39]

/O

Figura 15. Estructura de la indometacina (HIndo).

La indometacina es comunmente prescrita para el tratamiento de la artritis
reumatoide moderada a severa, que incluye brotes agudos de enfermedades
cronicas, espondilitis anquilosante, osteoartritis, hombro agudo doloroso (bursitis
y/o tendinitis) y artritis gotosa aguda. El farmaco muestra una excelente

biodisponibilidad por via oral, una vez ingerido alcanza concentraciones maximas

en102hyesde 10 a 40 veces mas potente que la aspirina. Sélo entre el 10y 20

% del producto se excreta sin cambios por la orina, en parte por secrecion tubular.
En la tabla 1 se muestran las propiedades generales de la indometacina.
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Tabla 1. Propiedades generales de la indometacina

Propiedad

Masa molecular 357.79 g/mol

Férmula minima C19H16CINO4

Metabolismo Hepatico
pKa 4.5
Solubilidad 0.937 mg/L (en agua a 25 °C)

Tiempo de vida media 4.5 horas

Ruta de eliminacién Excrecion renal y biliar, metabolismo.

Unién a proteina 97 %

Posologia 25 mg, 2-3 veces al dia; 75-100 mg por la noche
Clso 1.67 uyM (COX-1) y 24.6 uM (COX-2)

En 1971 el farmacdlogo britanico John Robert Vane publicé el efecto inhibitorio
de la indometacina sobre la enzima ciclooxigenasa (trabajo que le otorgd el Premio
Nobel en Fisiologia o Medicina en 1982). [40, 41] Actualmente es bien conocido que
el mecanismo de accion de la indometacina es via la inhibicion antagoénica de las
enzimas ciclooxigenasas (COX); uniéndose a la porciéon superior del sitio activo y
evitando que el sustrato (acido araquidonico, AA) ingrese al sitio activo para
convertirse en prostaglandinas, hormonas conocidas por ser la principal sefal
bioquimica de inflamacién, dolor y fiebre en el organismo. La indometacina, a
diferencia de otros AINEs, también inhibe la fosfolipasa A2, la enzima responsable
de liberar el acido araquidénico de los fosfolipidos. Hay pruebas de que actua a nivel
del sistema nervioso central y periférico y el uso frecuente de AINEs como la aspirina
y la indometacina ha demostrado reducir significativamente la incidencia de cancer
de colon. [42, 43]

La indometacina inhibe las dos isoformas de COX, COX-1 y COX-2, con una

mayor selectividad para COX-1 (figura 16).

COX-1 es una enzima expresada constitutivamente que participa en la
proteccion de la mucosa gastrica, la funcién plaquetaria y renal. Cataliza la

conversion del acido araquidénico a prostaglandina (PG)G2 y PGG2 a PGH2. La

Pagina | 39




COX-1 esta involucrada en las vias de sintesis de PGE2, PGD2, PDFza, PGl
(también conocida como prostaciclina) y tromboxano Az (TXAz).

COX-2 se expresa constitutivamente y es altamente inducible por estimulos
inflamatorios. Se encuentra en el sistema nervioso central, los rifiones, el utero y
otros organos. También cataliza la conversion de acido araquidonico a PGG2 y
PGG2 a PGHz2. En la via mediada por COX-2, PGH: se convierte posteriormente en
PGE: y PGl2. La PGE:z interviene en la inflamacion, el dolor y la fiebre, por lo que
una disminucion en los niveles de PGE:2 conduce a una disminucién de la
inflamacion. [44, 45]
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Se muestra en gris la via de la ciclooxigenasa (COX). Los endoperodxidos ciclicos
(PGG2 y PGHz2) provienen de las acciones de ciclooxigenasa e hidroperoxidasa
secuenciales de COX-1 o COX-2 en el acido araquidonico liberado de los
fosfolipidos de membrana. Los productos ulteriores son generados por sintasas
histoespecificas y transducen sus efectos a través de receptores de la membrana
(cuadros grises). Las lineas interrumpidas indican interacciones supuestas entre
ligando y receptor. EET (fondo azul) y los isoprostanos se producen por la
actividad de CYP y el ataque no enzimatico de radicales libres, respectivamente.
La aspirina y tNSAID son inhibidores no selectivos de COX-1 y COX-2, pero no
afectan la actividad de LOX.

Figura 16. Metabolismo del acido araquidénico. [39]
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Entre los efectos secundarios comunes de la indometacina se encuentran:
nauseas, vomito, diarrea, acidez, dolor estomacal, salpullido, dolor de cabeza,
mareos y somnolencia. Algunos otros son retencion de liquidos, coagulos de
sangre, ataques al corazén, hipertension e insuficiencia cardiaca. [39] Entre el 15y
30 % de los pacientes que consumen indometacina con regularidad muestran
importante dafio gastrointestinal debido a la inhibicién de COX-1, convirtiéndolo asi,

en su principal limitante para uso recurrente.

1.5.1 Indometacina en el tratamiento contra el cancer

Estudios inmunohistolégicos han demostrado que la COX-2 se expresa en
una variedad de canceres humanos sélidos y en la neovasculatura del tumor, dando
lugar a la supervivencia de éste y la metastasis. Dado que los vasos sanguineos
unicamente expresan COX-1, el uso de AINEs que inhiban COX-2 surge como
posible estrategia para limitar el crecimiento tumoral. [46]

Por lo anterior, la influencia de la indometacina en la proliferacion celular se
ha estudiado en modelos in vitro e in vivo; y se ha observado que ademas de haber
una disminucion en la proliferacion, hay un aumento en la apoptosis y una
atenuacion en el crecimiento metastasico. [47]

En pacientes sometidos a quimioterapéuticos a base de platino generalmente
no se recomienda el suministro de AINEs debido al severo dafo renal; sin embargo,
un estudio reciente en pacientes sometidos al tratamiento de CAPOX (oxaliplatino
mas capecitabina) y cis-platino muestra la disminucion de PIFA (acidos grasos
inducidos por platino asociados a la resistencia celular) al combinar el tratamiento
con indometacina. [48]

Por otro lado, al evaluar la viabilidad celular en una linea de carcinoma de
vejiga canina, se observo que el suministro de indometacina con AB1010 (inhibidor
de la tirosina quinasa), potencializa la actividad de éste, generando una mayor
disminucion en la viabilidad celular y la produccién de PGEzrespecto a AB1010. [49]
1.5.2 Compuestos de coordinacion con indometacina

La union de la indometacina a metales divalentes como zinc, cobalto, niquel,
magnesio y cobre surgid como una alternativa para disminuir la toxicidad

gastrointestinal. Los compuestos de coordinacion con cobre mostraron una mayor

inhibicion de la produccion de prostaglandinas PGE2 con 119.0 + 8.9 ug L' respecto
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a215.9 £ 16.7 ug L' en ausencia de ion metalico. Lo anterior, aunado a la actividad
redox del cobre sugirié que este tipo de compuestos podrian ser una prometedora
alternativa para incrementar la actividad de la indometacina y disminuir el dafio
gastrico. [50]

La sintesis genera compuestos tipo [Cuz(Indo)s(H20)2]-1.5H20 y
[Cu2(Indo)4(DMF)2]-1.6DMF (figura 17), donde la estructura obtenida es muy similar
al acetato de cobre monohidratado. Consiste en especies diméricas con un nucleo
Cu2010 donde los dos atomos de cobre se encuentran en estado de oxidacion 2,

unidos por el grupo carboxilato con distancias Cu-Cu de aproximadamente 2.61-

2.63 A, siendo la geometria de cada cobre un octaedro con distorsion de Jahn-

Teller. [51]

Figura 17. Estructura del compuesto [Cuz(Indo)s(DMF)2]-1.6DMF.

El' compuesto [Cuz(Indo)s(DMF)2]-1.6DMF actualmente se encuentra
aprobado en Australia y Nueva Zelanda para uso veterinario y ha completado la fase
clinica | en humanos para el tratamiento de proctitis (proceso inflamatorio del recto).
Estudios in vivo han demostrado una disminucién de la toxicidad gastrointestinal del
compuesto de coordinacion en comparacion con la indometacina libre, asi como
una disminucion de la excrecion de Na*, K* y CI- pero no de fosfato, lo que resulta

en menos toxicidad tubular y glomerular a los rifiones. [52]
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Por otro lado, la incorporacion de un ligante bidentado como la 1,10-
fenantrolina y sus derivados permite la obtencion de compuestos monoméricos de

Cu(ll) con nucleos CuN204 y geometria octaédrica distorsionada (figura 18). [53]

g

Figura 18. Estructura general de los compuestos [Cu(fen)(Indo)2].

Los compuestos mostraron actividad micromolar frente a dos lineas de
epitelio mamario (HMLER y HMLER-shEcad), observandose que los compuestos 3

y 4 mostraron selectividad por la linea HMLER-shEcad y que el compuesto 4 induce

toxicidad por la elevacion de ERO intracelular (figura 19). [54]

En ese mismo trabajo se evalud la actividad antiinflamatoria mediante la
inhibicion de ciclooxigenasas (figura 19). Los compuestos 3 a 5 muestran una
inhibicion de COX-2 concentracion dependiente. El compuesto 3 muestra la misma
inhibicion que la indometacina con la mitad de la concentracion y ambos inhiben
COX-1 en menor proporcion que los farmacos de referencia indometacina y

aspirina, lo que podria conllevar a un menor dafio gastrico. [54]
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Compuesto HMLER HMLER-shEcad =~ Mammosphere
ICso [um]” 1Cso [um]* 1Cso [um]™

44+0.1 43401 n.d.
2.5+0.2 2.5+0.1 n.d.
75+1.4 2.7+0.2 16.6+0.6
7.4+03 22+05 13.8+0.8
69+1.4 42406 263+1.3

[Cu(fen)Cl,] 49+0.2 7.9+03 n.d.

Salinomicina 11.4+04 42+03 40.3+2.2

[a] Determinacion después de 72 hrs de incubacién, promedio con n=3 + SD.
[b] Determinacién después de 96 hrs de incubacion, promedio con n=3 + SD.
n.d. No determinado

8
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Figura 19. Actividad antitumoral y antiinflamatoria de los compuestos de la figura 18.
Imagenes modificadas de [54]
1.6 Sistemas de liberacion

Durante muchas décadas el tratamiento de una enfermedad aguda o crénica
se ha llevado a cabo mediante la administracion de farmacos en diversas formas
farmacéuticas solidas (tabletas, capsulas blandas y duras, polvos, supositorios,
ovulos), liquidas (emulsiones, jarabes, suspensiones, aerosoles, disoluciones) y
semisodlidas (cremas, unguentos, liquidos, pastas, geles). [55]

Los sistemas de liberacion convencionales proporcionan una liberacion
inmediata del farmaco, por lo que, para mantener su concentracion en la ventana
terapéutica se requieren aplicaciones repetitivas, lo que resulta en fluctuaciones
significativas (figura 20). Aunque contindan siendo los mas ampliamente prescritos
y disponibles en el mercado, estas desventajas han dado lugar al desarrollo de
nuevas formas farmacéuticas y novedosos sistemas de liberacion modificada a
partir de 1980.
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Dosis doble

Concentracion tdxica

Infusion venosa

Liberacion prolongada,
sostenida o extendida

Concentraciéon

subterapéutica

Concentracion plasmatica

Tiempo
Figura 20. Grafica de concentracion plasmatica vs tiempo.

1.6.1 Sistemas de liberacion modificada

Los sistemas de liberaciéon modificada tienen como objetivo controlar la
administraciéon del farmaco, mantener la dosis en la ventana terapéutica y/o dirigir
la liberacion del farmaco a un tejido especifico. Los sistemas de liberacién
modificada presentan modificaciones en el proceso LADME (liberacién, absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion) respecto a los sistemas de liberacion

convencionales, por lo que el comportamiento farmacocinético varia a partir de

diversos equilibrios, como se muestra en la figura 21. En general, los sistemas de

liberacidon convencionales se caracterizan por una velocidad de liberacion mayor a
la de absorcidén, por lo que ésta ultima gobierna el suministro del farmaco; en los
sistemas de liberacion modificada la velocidad de liberacién es menor a la de
absorcion, por lo que el suministro se rige por la velocidad de liberacién y hay un

control sobre ésta. [55, 56]

Pagina | 45
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Convencionales Modificada
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Distribucion

Figura 21. Comparacion entre sistemas de liberacion convencionales y sistemas

de liberacion modificada.

Lo anterior conlleva a diversas ventajas en los sistemas de liberacion
modificada como: disminucién en los efectos secundarios y/o adversos, aumento de
la biodisponibilidad y eficiencia, prevencion de la biodegradacion del farmaco
durante su distribucion, liberacion constante (con cinética de orden cero que permita
mantener concentracion terapéutica y disminuir fluctuaciones en las
concentraciones plasmaticas); ademas de la posibilidad de desarrollar sistemas
pulsatiles.

Entre los diversos sistemas de liberacion modificada destacan aquellos
modulados por estimulos ambientales fisicos (activados mecanica o
magnéticamente, por temperatura o por presion osmoética, hidrodinamica y/o de
vapor), quimicos (activados por pH, iones o hidrdlisis) y/o bioquimicos (activados
por enzimas).

En el caso particular de cancer, la elevada toxicidad, la baja solubilidad o el

rapido metabolismo de los quimioterapéuticos en el mercado; asi como el
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conocimiento adquirido respecto al ambiente tumoral han generado especial interés
en el desarrollo de sistemas de liberacion modificada que permitan una liberacion
especifica a través de vectorizacion pasiva o activa. [57]

Aunado a esto, los sistemas de liberacion modificada de tamafio nanométrico
poseen algunas otras ventajas como: el tamafio subcelular permite su incorporacién
a la célula por transporte pasivo, pueden mejorar la estabilidad del farmaco dentro
del organismo, son biocompatibles cuando se sintetiza a partir de materiales
biodegradables y pueden ser funcionalizados en superficie con biomoléculas para
su vectorizacion. En este trabajo son de especial interés los hidrogeles de tamario
nanometrico.

1.7. Hidrogeles

Los hidrogeles son estructuras hidrofilicas compuestas por redes poliméricas
tridimensionales de homopolimeros o copolimeros capaces de absorber grandes
cantidades de agua o fluidos bioldgicos. Los componentes poliméricos hidrofilicos
estan reticulados en una red covalente (reticulacion quimica) o interacciones no
covalentes (entrecruzamiento fisico). La reticulacion proporciona estabilidad
dimensional que es critica para mantener la estructura de red de los hidrogeles y
previene la disolucién de las cadenas hidrofilicas. [58, 59]

Los nanogeles son particulas estables constituidas de hidrogel que, en el
area farmacéutica, generalmente poseen tamanos en un intervalo entre 100 nmy 1
um. [60] Generalmente son sintetizados en ausencia de farmaco y posteriormente
cargados a través de interacciones no covalentes entre el farmaco y la matriz
polimérica; lo que resulta en una gran capacidad de encapsulacion de farmaco. [61]

La clasificacion de los hidrogeles puede basarse en diversos criterios que van

desde la naturaleza de los grupos funcionales que posee (neutros o i6nicos),

caracteristicas mecanicas y estructurales, método de preparacion (homopolimeros
o copolimeros), estructura (amorfos, semicristalinos, unidos por puentes de
hidrogeno, supramoleculares o hidrocoloidales) y respuesta a estimulo (pH, fuerza
idnica, temperatura, etc.); sin embargo, la mas comun es de acuerdo al origen del

polimero (naturales, sintéticos o semisintéticos).
Dentro de los polimeros naturales empleados en farmacia destacan acido
alginico, almidén y quitosan (CS); mientras que dentro de los sintéticos destacan
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acetato de polivinilo (PVA), oxido de polietileno (PEO), polietilenimina (PEI),
polivinilpirrolidona (PVP) y poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm). [62]
1.7.1 Quitosan

El quitosan (CS) (figura 22), polimero conformado por la distribucion aleatoria
de B-(1-4) D-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina
(unidad acetilada), es un polisacarido natural parcialmente N-desacetilado
proveniente de la quitina, la cual se encuentra presente como soporte de crustaceos
e insectos. Dependiendo del método de preparacion, posee masas moleculares de

entre 300 y 1000 kDa y un grado de desacetilacion de entre el 30 y el 95 %. [63]

Figura 22. Estructura quimica del quitosan.

Los sistemas de liberacion de farmacos estudiados con quitosan presentan
formas farmacéuticas que van desde tabletas, capsulas, peliculas, emulsiones,
nanoparticulas e hidrogeles. Inicialmente el quitosan se usaba en medicina para
vendaje de heridas e ingenieria de tejidos; sin embargo, actualmente cuenta con
diversas aplicaciones en el area de liberacién de farmacos basadas en sus
propiedades como: habilidad para formar geles, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, baja toxicidad y capacidad de adsorcion. Su principal limitacién
es su baja solubilidad (unicamente es soluble en disoluciones diluidas de acidos
como acético y férmico).

Particularmente en el tratamieno de cancer el quitosan ha sido empleado
como matriz para formulaciones de doxorubicina [64, 65], gemcitabina [66] y 5-

fluorouracilo, por mencionar algunos. [67]

El quitosan puede formar compuestos de coordinacion con el cobre, los
cuales presentan interaccién con el ADN. Ademas, nanoparticulas de 6xido de
cobre recubiertas de quitosan (CS-CuO NP) para el suministro de doxorubicina han

mostrado una liberacion dependiente del pH, siendo ésta mas rapida en condiciones
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acidas. [68] En el grupo de trabajo se ha llevado a cabo la sintesis de nanoparticulas
de CS cargadas con Caslll-ia ([Cu(4,7-dimetil-fen)(acac)]NOs). [69, 70]
Los hidrogeles de quitosan poseen propiedades variadas en dependencia

con la masa molecular, el grado de desacetilacion, el grado de entrecruzamiento,

las cargas y el grado de absocrcion de agua, generalmente presentan hinchamiento

a pH acido (como el del micromabiente tumoral) debido a repulsiones
intramoleculares entre los grupos amino protonados libres en las cadenas
principales o laterales (figura 23), permitiendo asi la liberacion controlada de

farmacos. [71, 72]

e-e Entrecruzamiento de quitosano
= (Quitosano con carga positiva

— Quitosano

basico o neutro acido

Figura 23. Hinchamiento de quitosan. Imagen modificada de [71].

Los hidrogeles de quitosan pueden ser modificados quimica o fisicamente
para incrementar la solubilidad, la biodistribucion y el tiempo de circulacion. [73] Un
ejemplo son los hidrogeles de quitosan, p-Glicerofosfato y acido hialurénico (HA)
(figura 24), los cuales muestran una liberacién de doxorubicina en funcion de la
concentracion de acido hialurénico (la liberacion se lleva a cabo a una mayor
velocidad en ausencia de éste y disminuye conforme se aumenta la concentracion)
y del pH. El incremento en la velocidad de liberacion a condiciones de pH acido es

caracteristico de los sistemas de quitosan. [74]
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HGO: Sin acido hialurénico

HG1:1 % (m/V) acido hialurénico
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Figura 24. Liberacion de doxorrubicina de hidrogeles compuestos de

Porcentaje liberado (%)

CS/acido hialuronico/B-glicerofosfato. Imagen modificada de [74].

Los hidrogeles de quitosan no muestran termosensibilidad; sin embargo, la
copolimerizacion con poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) le permite adquirir
dicha propiedad.

1.7.2 Poli (N-isopropilacrilamida)
La poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) (figura 25) es un polimero

importante debido a su estructura y sus propiedades como biocompatibilidad, la

capacidad de formar hidrogeles y principalmente por la sensibilidad a temperatura.
[56, 75]

Figura 25. Estructura quimica del PNIPAAm.
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Los polimeros sensibles a temperatura tienen dos clasificaciones: UCST
(upper critical solution temnperature) y LCST (lower critical solution temperature)
(figura 26). La PNIPAAmM posee un comportamiento de tipo LCST, por lo que cuando
se calienta en agua a mas de 32 °C experimenta una transicién de fase reversible
de un estado hidratado e hinchado a un estado deshidratado reducido, perdiendo
aproximadamente el 90% de su volumen. [76] Copolimeros de PNIPAAmM han sido

estudiados para la administracion oral de calcitonina e insulina. [77]

Lower Critical Upper Critical
Solution Temperature Solution Temperature

A ﬂ A‘@/\T

UCST

Temperatura
Temperatura

UV L *H\

>
1

0 Compoaosicion 0 Composicién 1

| Interaccion polimero-disolvente 1 Interacciones polimero-disolvente
| Solubilidad tSolubilidad

Figura 26. Comportamiento LCST y UCST. Imagen modificada de [54].

Diversas aplicaciones de los hidrogeles de PNIPAAm en el area de sistemas
de liberacién modificada e ingenieria de tejidos han sido estudiadas debido a que,
al sintetizar entrecruzados con otros polimeros puede generar hidrogeles mas
estables y la LCST puede ser desplazada. [78, 79] En general, la copolimerizacion
con polimeros hidrofobicos conlleva a una disminucion de la LCST, mientras que
con polimeros hidrofilicos (como el quitosan) hay un incremento en la LCST. [80,
81]
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Recientemente, Belali et al. reportaron sintesis la nanogeles de PNIPAAmM
con 5,10,15,20-tetrakis (4-N-carbonilacrilico aminofenil) porfirina al 2% y 4% m/m
PNIPAAmM-co-CAA-TPP(2%) y PNIPAAmM-co-CAA-TPP(4%). La copolimerizacion
conlleva a una modificacion de la LCST de la PNIPAAm a 40 y 43 °C

respectivamente, como dependencia del pH (figura 27). [82]

Hinchamiento

40 60
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 27. Modificacion de la LCST en los nanogeles
PNIPAAmM-co-CAA-TPP(2%) izquierda y PNIPAAmM-co-CAATPP(4%) derecha.
Imagen modificada de [82].

Los nonogeles copolimericos se han estudiado para su posible aplicacion en
terapia contra el cancer. Algunos ejemplos son aquellos obtenidos de Selecan,

PNIPAAmM y acido metacrilico (MAA), los cuales muestran un hinchamiento y

liberacion de doxorrubicina en dependencia de las condiciones de temperatura y

pH, siendo ésta mas eficiente a 37°C y pH=5 (figura 28). Los hidrogeles no
mostraron actividad en las lineas HepG2 (cancer de higado humano) y A549

(adenocarcinoma epitelial basales alveolar humano). [83]
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Figura 28. Liberacion de doxorrubicina a diferentes condiciones de T y pH.

Imagen modificada de [83].
1.7.3 Hidrogeles de CS y PNIPAAmM

La copolimerizaciéon de CS y PNIPAAmM permite la obtencién de sistemas

sensibles a pH y temperatura, por lo que han llamado la atencién. Jaiswal M. y

colaboradores sintetizaron una serie de nanogeles con diferentes proporciones de
CS:NIPAAmM, observando que el incremento en la proporcion de CS conlleva a un
incremento en la temperatura de transicidén de fase y a una disminucion en el tamafio

(figura 29). [84] Relacion CS:PNIPAAmM

8 30 100 300

| —m— Tamano
—a— LCST

LCST (°C)

Figura 29. Variacion de las propiedades del nanogel en funcion de la relacion
CS:PNIPAAmM. Imagen modificada de [84].
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El trabajo de Guo Bao-Lin et al. reporta hidrogeles con un grado de
hinchamiento influenciado no sdlo por la proporcion de ambos polimeros, sino
también por la temperatura y las condiciones de pH. Se observa que hay un mayor
grado de hinchamiento a bajas temperaturas y pH=7.4, lo que se refleja en una
mayor liberacion de coenzima A en estas condiciones (figura 30). En este caso el
hinchamiento del quitosan a pH acido no se observa debido a que se encuentra en

baja proporcion respecto a la PNIPAAm. [85]

12

PNIPAM PNIPAM
5o 05 i} 5% CS

10% CS 10% CS
15% CS

Grado de hinchamiento
Grado de hinchamiento

2l5 3:0 35
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 30. Grado de hinchamiento de hidrogeles en funcion de la temperatura
a) pH = 2.1 b) pH = 7.4. Imagen modificada de [85].

Hidrogeles de CS, PNIPAAm y acido hialurénico (HA) pueden ser generados
in situ debido a la transicion de fase inducida por la temperatura fisiologica
(comportamiento atribuido a la presencia de la PNIPAAm). La carga del hidrogel con
conjugados de oxidos de grafeno y acido folico para la liberacién intratumoral de
doxorrubicina muestran una cinética de liberaciéon en dependencia del pH. La

liberacion se lleva a cabo aproximadamente 5 veces mas rapido en condiciones

acidas (comportamiento caracteristico de sistemas con CS) (figura 31). [86]
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Figura 31. Liberacion de doxorrubicina de hidrogeles de CS-PNIPAAmM-HA.

Imagen modificada de [86].

Pagina | 55




2. Planteamiento del proyecto

La alta incidencia de cancer aunada a los inconvenientes que presentan los
quimioterapéuticos actualmente empleados, conlleva a la busqueda de nuevas
moléculas con una mayor actividad antitumoral y al desarrollo de nuevas formas de
administracién que permitan disminuir los efectos adversos al tratamiento.

En el presente proyecto se planteé la sintesis de compuestos de coordinacion
de cobre con diiminas aromaticas sustituidas con metilos en los anillos aromaticos
y el farmaco antiinflamatorio indometacina con la finalidad de observar si la insercién
de este ultimo permitia obtener compuestos con ambas actividades (antitumoral y
antiinflamatoria); y posteriormente incorporar uno de los compuestos sintetizados
en un nanogel disefiado para su liberacion en condiciones similares a las del
microambiente tumoral.

El uso del cobre como centro metalico se plantea debido a que, al ser un
metal esencial, el organismo posee un mecanismo homeostatico para autorregular
las concentraciones de éste, lo que podria disminuir la toxicidad hacia células sanas
por parte de los compuestos sintetizados.

Las Casiopeinas, compuestos de coordinacion de cobre con diiminas
aromaticas bipy y fen han demostrado buena actividad antitumoral, principalmente
cuando las diiminas presentan sustituyentes de tipo electrodonador e hidrofébico.
Se ha observado poca influencia sobre la actividad antitumoral al variar el segundo
ligante del compuesto de coordinacion, por lo que la incorporacion de la
indometacina como ligante permitira la obtencion de compuestos que conserven
dicha actividad.

La administracion de farmacos antiinflamatorios suele emplearse como
terapia paliativa en el tratamiento contra cancer debido a los procesos de
inflamacion que se encuentran presentes en la zona tumoral. La indometacina,
ademas de presentar actividad antiinflamatoria, ha demostrado limitar el crecimiento
tumoral y disminuir la proliferacion y viabilidad celular, lo que sugiere que su
incorporacion a compuestos quimioterapéuticos podria potencializar la actividad
antitumoral. Aunado a esto, la coordinacion de la indometacina a centros metalicos

divalentes como el cobre, metal empleado en este proyecto, ha demostrado un

incremento en la actividad antinflamatoria al inhibir las enzimas COX-1y COX-2.
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Una vez llevada a cabo la sintesis y caracterizacion de los compuestos con
estructura general [Cu(N-N)(Indo)]NOs, la evaluacion de la actividad antiproliferativa
frente a una linea de cancer cervicouterino (HelLa) permitira estudiar la influencia de
la indometacina en la actividad antitumoral.

Posteriormente, la seleccién de uno de los compuestos mas activos como
farmaco modelo ([Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs3) se empleara para el disefio de un
nanogel como sistemas de liberacion modificada.

En cuanto al desarrollo de sistemas de liberacion modificada, los nanogeles,
estructuras compuestas por redes poliméricas sensibles a diversos estimulos
ambientales, han sido estudiados para la liberacién de farmacos en condiciones
especificas. En cancer, las condiciones de pHe acido y temperatura incrementada
suelen emplearse como estimulos que dan lugar a la liberacion del farmaco.

Los polimeros o mondmeros que suelen emplearse para la sintesis de
nanogeles son variados; sin embargo, en este proyecto se consideraron como
candidatos aquellos con capacidad para formar hidrogeles sensibles a temperatura
(Am, acrilonitrilo y PNIPAAm) y a pH (CS). La evaluacion de la interaccién entre el
compuesto Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs y estos mondmeros o polimeros permitira
seleccionar las materias primas (CS y PNIPAAmM) empleadas en la sintesis del
nanogel.

La incorporacién del compuesto Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOz en un nanogel,
que al someterse a condiciones similares a las del microambiente tumoral se hinche
y libere, conllevara a un control de las condiciones en las cuales se lleva a cabo la

liberacion del farmaco, lo que a su vez podria tener como consecuencia una

disminucioén en los efectos adversos y/o secundarios del tratamiento.
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3. Hipotesis

La implementacion de indometacina como ligante en compuestos quelatos

mixtos de Cu(ll) permitira la obtencién de compuestos con actividad antitumoral vy,

su posterior incorporacion en un nanogel sensible a temperatura y pH permitira la

liberacidon en condiciones similares a las del microambiente tumoral.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Llevar a cabo la sintesis y evaluacion de la actividad antitumoral de
compuestos de coordinacion de Cu(ll) y seleccionar uno para su incorporacion en
un nanogel que permita controlar la liberacion de éste en condiciones similares a
las del microambiente tumoral.

4.2 Objetivos particulares

Llevar a cabo la sintesis de siete nuevos compuestos de coordinacion

pertenecientes a la tercera generacion de Casiopeinas® empleando las siguientes

diiminas (figura 32):

[Cu(N-N)(Indo)]NO;

2,2'-bipiridina — 1,10-fenantrolina —

Figura 32. Diiminas empleadas en la sintesis de los compuestos de coordinacion.

Caracterizar los compuestos sintetizados mediante diferentes técnicas:
espectroscopia de infrarrojo (IR), analisis elemental, conductividad eléctrica molar,
susceptibilidad magnética, intervalo de descomposicién, espectroscopia de
absorcion en el ultravioleta-visible (UV-Visible), resonancia paramagnética
electronica (RPE) y voltamperometria ciclica (VC).

Determinar la Clso en una linea celular de cancer cervicouterino (HelLa).
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Seleccionar uno de los compuestos mas activos en la linea celular HelLa,
([Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3) para su formulacién en un sistema de liberacién
modificada.

Estudiar la interaccion entre el compuesto de coordinacién [Cu(4,7-dimetil-
fen)(Indo)]NOs y los posibles constituyentes del nanogel: acrilamida (Am), poli (N-
isopropilacrilamida) (PNIPAAm), acrilonitrilo y quitosan (CS).

Sintetizar el nanogel.

Caracterizar el nanogel mediante diferentes técnicas: espectroscopia de
infrarrojo (IR), tamafo y distribucion de particula, potencial zeta, calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y microscopia electronica de barrido (MEB o SEM).

Incorporar el compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3 en el nanogel
sintetizado previamente.

Estudiar la cinética de liberacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-
fen)(Indo)]NOs del nanogel a diferentes condiciones de pH.(5.0 y 7.4) y seleccionar

el modelo que las describa.
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5. Desarrollo experimental
5.1 Reactivos

El nitrato de cobre(ll) hemipentadihidratado Cu(NO3)2:2.5H20 (99.99+ %), la
1,10’-fenantrolina (99+ %), la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina (98 %), la 5,6-dimetil-
1,10-fenantrolina (98 %), la 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina (99+ %), la 2,2’-
bipiridina (99+ %), la 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (99 %), la 5,5 -dimetil-2,2’-bipiridina
(99 %), la indometacina (99+ %), el hidréxido de sodio (97+ %), la acrilamida (99.9+
%), el acrilonitrilo (99+ %), la poli (N-isopropilacrilamida) (99 %), el quitosan
(caparazon de camardn, 190 000-220 000 g mol'), la N,N,N’,N’-tetrametil-
etilendiamina (99 %) y la N-N’-metilenbisacrilamida (99 %) se adquirieron en Sigma-
Aldrich Co.

El bromuro de potasio (grado FT-IR 99 %) y el persulfato de amonio se
adquirieron en J.T.Baker S.A. de C.V., el hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
(TBAPFe& 99+ %) y los disolventes se adquirieron en Sigma-Aldrich Co. Todos los

reactivos se emplearon sin purificacién previa.

5.2 Sintesis de los compuestos de coordinacidon

La sintesis de las Casiopeinas® se llevo a cabo de acuerdo con el esquema

de reaccion descrito en la figura 33. El proceso de sintesis consiste en mezclar una
cantidad estequiométrica de Cu(NO3)2:2.5H20 con el ligante diimina
correspondiente y el ligante indometacina empleando MeOH y H20 en una
proporcion 1:3. Una cantidad estequiométrica de NaOH se empled como base para
llevar a cabo la desprotonacion de la indometacina, de acuerdo con el método
descrito en las patentes. [87, 88] Todas las sintesis se llevaron a cabo en
condiciones ambientales. El producto se precipité a través de la evaporacion del
disolvente. El solido obtenido se filtrd, se recristalizd por par de disolventes

empleando MeOH vy éter etilico anhidro y se procedi6 a su caracterizacion.
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MeOH

Cu(NO3)2:2.5H20 + +Hindo ~T————)
a 7\
— — H20

MeOH

Cu(NO3)2-2.5H20+ /7 N\ / \ +HINdO m—)

H20

Figura 33. Esquemas generales para la sintesis de las Casiopeinas®.

5.3 Caracterizacion de los compuestos de coordinacién
5.3.1 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo en estado sélido empleando el
método de pastilla de bromuro de potasio KBr grado espectroscopico en un intervalo
de 4000 a 400 cm™ en el equipo Nicolet AVATAR 320 FT-IR. El analisis de los
espectros se efectud con el software ACD/SpecManager para Windows.
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5.3.2 Espectroscopia electronica de absorcién en el UV-Visible

Los espectros electronicos de absorcion en el UV-Visible se obtuvieron en un
espectrofotometro GENESYS THERMO SCIENTIFIC de arreglos de diodos en un
intervalo de 190 a 1 100 nm a una temperatura controlada de 25 °C (293.15 K) en
una celda de cuarzo. Se prepararon disoluciones con una concentracion
aproximada de 10 mmol L' para todos los compuestos de coordinacion empleando
como disolvente MeOH (UV Cutoff=205 nm). A partir de estas disoluciones se
llevaron a cabo diluciones con la finalidad de generar una coleccion de espectros a
diferentes concentraciones y obtener los coeficientes de absortividad molar.
5.3.3 Analisis elemental

Los analisis elementales se llevaron a cabo en el Instituto de Quimica, UNAM
empleando un analizador elemental Thermo Scientific/Flash 2000. Se determind el
porcentaje de carbono, hidrogeno y nitrégeno para cada uno de los compuestos.
5.3.4 Conductividad eléctrica molar

La conductividad eléctrica molar se obtuvo utilizando un conductimetro

Jenway Conductivity and pH meter 4330, en disoluciones 1 mmol L' del compuesto,

nuevamente, empleando MeOH como disolvente. Las determinaciones se llevaron
a cabo a una temperatura controlada de 25 °C (293.15 K).
5.3.5 Momento magnético

La susceptibilidad magnética de los compuestos de coordinacion se
determind por el método de Gouy en una balanza magnética Shrewoood-Scientific
modelo MK.I con una constante C=1.012367 a una temperatura de 23 °C (291.15
K).
5.3.6 Temperatura de descomposicion

El punto de descomposicion se midié en un equipo Fisher-Jhons.
5.3.7 Resonancia paramagnética electréonica

Las mediciones de resonancia paramagnética electrénica (RPE) se
realizaron en tubos de cuarzo utilizando un espectrometro de RPE JOEL JES-
TE300 en banda X a 100 KHz de frecuencia de modulaciéon con una cavidad
cilindrica del modo TEo11. La calibracion del campo magnético se realizé con un

gaussmetro de precision JEOL ES-FC5.
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Las curvas de absorcién se obtuvieron en estado sdlido a temperatura
ambiente y en disoluciones con concentracion aproximada 3 mmol L' empleando
MeOH como disolvente a -196.15 °C (77.00 K).

La adquisicion, manipulacién y simulacion de los espectros se llevo a cabo
con el software ES-IPRITS-TE de JEOL Ltd y éstos se reportan como la primera
derivada de la curva de absorcion.

Los valores de giso, Aiso Y f se calculan como se muestra en las siguientes

ecuaciones:

_ 8ut2gL A = Ap+2AL f= g1
8iso = 3 iso = 3 = An

5.3.8 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica se llevd a cabo utilizando un
potenciostato/galvanostato Biologic SP-300 con un arreglo convencional de tres
electrodos, empleando un electrodo de trabajo de carbdn vitreo, un electrodo
auxiliar de platino y un electrodo de pseudo referencia de plata como el que se

muestra en la figura 34.

Electrodo
auxiliar
(Pt)

Electrodo de
referencia (Ag)

At
Electrodo de /
trabajo

(Cvitreo)

0.100 mol L' de
TBAPF;
+

0.001 mol L' de
compuesto

Figura 34. Arreglo de electrodos empleado en VC.
Se empled hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFs) como electrolito

soporte y DMSO calidad pureza malla molecular como disolvente. Se prepararon 10
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mL de disoluciones 0.100 mol L' del electrolito soporte a la cual se le afiadié la
cantidad requerida de compuesto de coordinacion para preparar una disolucion
0.001 mol L. Para llevar a cabo las mediciones se burbujeé nitrégeno de alta
pureza durante 10 minutos con la finalidad de desplazar el oxigeno presente en la
disolucién. Se compenso la caida éhmica por retroalimentacion positiva del sistema
en todos los experimentos.

Entre cada experimento se llevo a cabo la limpieza del electrodo de trabajo,
el cual se enjuagd con agua destilada, se le retiro el disolvente con pafos
absorbentes poliprotectores antiestaticos marca Kimberly-Clark. Posteriormente se
pulié con polvo de diamante en forma de ocho 30 veces, se retir el polvo con agua
destilada y se sonic6 en agua durante 60 segundos, se enjuago con agua destilada,
se retird el disolvente con panos absorbentes poliprotectores antiestaticos marca
Kimberly-Clark, se sumergié en acetona, se espero a que se evaporara el disolvente
y finalmente se sumergi® en DMSO. Los voltamperogramas se obtuvieron a
diferentes velocidades de barrido (10, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mV s™) en
direccion anddica y catddica iniciando en el potencial de corriente nula para todos
los casos.

De manera independiente en 10 mL de una disolucién con una concentracion
0.100 mol L de TBAPFs y 0.001 mol L' de ferroceno en DMSO se llevo a cabo la
determinaciéon del E12 del sistema ferricinio(Fc*)/ferroceno(Fc) para poder
emplearlo como referencia interna, siguiendo las recomendaciones de la IUPAC.
[89, 90]

A partir de los valores obtenidos, se calcul6 el AE y el E12 como se muestra

en las siguientes ecuaciones:

Epa+Epc
2

AE = Epa - EpC E1/2 =

5.4 Determinacion de la concentracién inhibitoria media
a) Ensayo de actividad antiproliferativa
La actividad antiproliferativa se evalué en una linea celular de cancer
cervicouterino (HeLa) mediante el ensayo de reduccion del MTT [3 - (4, 5 -

dimetiltiazol-2-il) -2, 5-difenyltetrazolio] con algunas modificaciones. [91]
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Las células HelLa (1 x 10* por pozo, 50 uL) se colocaron en cada uno de los

pozos de una placa de 96 pozos. Después de 24 h de incubacion a temperatura

controlada de 37°C en una atmosfera al 5% de COz2 (para permitir que las células
se adhieran), alicuotas (50 uL) de medio (DMEM 5% FBS) conteniendo diferentes

concentraciones (un intervalo de 0.05 a 100 pug mL') de los compuestos

previamente disueltos en DMSO se adicionaron a las células para su incubacion por
48 h. La concentracion maxima empleada de DMSO fue del 2% (v/v).

En las ultimas 4 h del periodo de incubacion, las células se lavaron con PBS,
y se adicionaron a cada pozo 100 pL de medio de cultivo fresco y 10 pyL de solucién
de MTT (5 mg mL™").

La viabilidad de las células se evaludé por la capacidad de las células
metabdlicamente activas para reducir la sal de tetrazolio (color amarillo) a formazan
(color violeta). Los cristales de formazan formados se disolvieron con 100 pL de
isopropanol acidico. La absorbancia de las muestras se midié con un lector de
microplacas de ELISA iMark Microplate Absorbance Reader, Bio-Rad, empleando
como longitud de onda de prueba 570 nm y como longitud de onda de referencia
630 nm. Las células proliferativas se expresan en términos de porcentaje, donde la
absorbancia medida de las células tratadas unicamente con el vehiculo (DMSO) se
consideré como el 100% de proliferacién. La actividad antiproliferativa de los
compuestos se reporta en términos de valores de Clso y se calculé empleando el
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., CA, EUA).

b) Curvas de proliferacion celular

Una vez que las lineas celulares alcanzaron el 70-80% de confluencia, las
células se contaron en una camara de Neubauer empleando el colorante azul de
tripano. Contadas las células, se prepard6 una suspension celular a una
concentracion de 10,000 células mL' y 10 mL de esta suspension se adicionaron
en un frasco de cultivo de 25 cm?. Sin hacer recambio alguno de medio el nimero
total de células viables en cada cultivo se conté cada 24 h por 7 dias. La tasa de
proliferacion se determiné por analisis de regresion lineal (GraphPad Prism 5,
GraphPad Software, Inc., CA, EUA).
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c) Andlisis estadistico

Para el calculo de los valores de Clso se analizaron los porcentajes de
proliferacion de al menos tres experimentos, por triplicado, y se sometieron a un
analisis de regresion lineal o no lineal dependiendo del comportamiento de los
datos. Para el calculo de la regresion no lineal los datos se log transformaron,
normalizaron y analizaron para generar una curva dosis-respuesta y calcular los
valores de Clso. Las diferencias en las medias se analizaron empleando analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey (Sigma Stat 3; Systat
Software Inc., CA, USA). La tasa de proliferacién de las lineas celulares se
determind por analisis de regresion lineal (GraphPad Prism 5, GraphPad Software,
Inc., CA, USA).

En todos los ensayos bioldgicos los resultados se presentan como la media
de triplicados de las determinaciones correspondientes + desviacion estandar. Las
diferencias significativas entre medias se evaluaron por analisis de varianza de una
via (ANOVA), seguido por comparaciones contra control empleando la prueba de
diferencias minimas significativas de Tukey. Las diferencias se consideraron
significativas cuando p < 0.05.

5.5 Estudios de interaccion mediante espectroscopia electréonica de absorcion
enel UV

La interaccion entre acrilamida, poli (N-isopropilacrilamida), acrilonitrilo y
quitosan, con el compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs se llevd a cabo

mezclando una disolucion de concentracion fija y conocida (aproximadamente 1x10-

5 mol L") del compuesto de coordinacion con diferentes concentraciones de los

mondmeros o polimeros a diferentes temperaturas (22, 25, 28, 31, 34, 37 y 40 °C)
en un espectrofotometro OCEAN OPTICS con una fuente DT-MINI-2-GS adaptado
a un controlador de temperatura QUANTUM NORTH WEST TC125.
5.6 Sintesis del nanogel

Se reviso en la literatura la sintesis de nanogeles y se encontré que este tipo
de reacciones de polimerizacion se llevan a cabo generalmente via la generacion
de radicales libres y por tanto es importante mantener una atmdsfera libre de

oxigeno que pueda reaccionar con éstos e interferir en la reaccion. Ademas, es
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importante evitar el contacto con la luz. [92] El esquema de reaccién se muestra en

la figura 35.

70 °C, N,

H H
N N
/\ AN H/\
=
S I -
HaCOCHN CHZOH 1 ! | HsCOCHN
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Ho — MBA g | N e e
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Figura 35. Sintesis del nanogel.

El procedimiento experimental es el siguiente:

Disolver una cantidad de quitosan en 500 mL de agua y 5 mL de acido acético
glacial. Tapar la disolucién y mantener en agitacion durante 24 h.

Colocar la disolucion obtenida en un matraz de tres bocas, montar el reflujo
en la linea de nitrogeno y hacer una purga del sistema por al menos 30
minutos. El sistema montado se muestra en la figura 36.

Cubrir el sistema con papel aluminio.

Agregar una determinada cantidad de PNIPAAm y 0.21 g de N-N-
metilenbisacrilamida (MBA) previamente disueltos en agua y burbujeados
con nitrégeno.

Estabilizar la temperatura del sistema a 70 °C (343.15 K).

Agregar el equivalente a 1 % en mol de N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina

(TEMED) como catalizador de la reaccion.

Agregar 0.7 g de persulfato de amonio (APS) previamente disuelto en agua

y burbujeado con nitrégeno como iniciador de la reaccién.
Dejar reaccionar durante 24 h manteniendo la temperatura del sistema y la

atmosfera libre de oxigeno.
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9) Centrifugar el crudo de reaccion a 2598 rcf y recuperar el sobrenadante, ya

que contiene al nanogel.

Atmosfera
de N,

PNIPAAmM
+
MBA

Figura 36. Esquema del sistema de reaccion.

5.7 Liofilizacion del nanogel

Para la obtencién del nanogel en sélido se llevd a cabo la liofilizacion de éste.
La eliminacion del agua de muestras de 1 mL previamente congeladas se efectud a
-35 °C y 0.035 mbar por 24 h en una atmdsfera de nitrégeno.
5.8 Caracterizacion del nanogel
5.8.1 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo en estado sélido empleando el
método de pastilla de bromuro de potasio KBr grado espectroscdpico en un intervalo
de 4000 a 400 cm™ en el equipo Nicolet AVATAR 320 FT-IR. El analisis de los
espectros se llevo a cabo con el software ACD/SpecManager para Windows.
5.8.2 Tamano de particula y potencial zeta

El tamafno de particula y el potencial zeta se obtuvieron mediante dispersion
dinamica de luz en un equipo Zetasaizer Nano Zen 3600, empleando 2 mL de una
dispersion del nanogel en buffer de HOAc/NaOAc para las mediciones a pH=5.0 y
2 mL de una dispersion del nanogel en buffer H2NaPO4/HNa2PO4 para las

mediciones a pH=7.4, las cuales se llevaron a cabo a diferentes condiciones de
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temperatura (25 y 37 °C). Para todos los casos se reporta el promedio de las
determinaciones correspondientes * desviacion estandar con n=3.

El analisis de los resultados se llevé a cabo empleando el software Malvern
Zetasizer version 7.12.

5.8.3 Calorimetria diferencial de barrido

La evaluacion del comportamiento térmico de la PNIPAAm y el nanogel a
diferentes condiciones de pH se llevé a cabo en un equipo DSC1 Mettler Toledo en
un régimen ciclico de 25 a 60 °C, de 60 a 25 °C y de 25 a 60 °C con incrementos
de 2 °C min™".

5.8.4 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido se llevd a cabo empleando un
microscopio electrénico de barrido SEM JEOL 7600.

La preparacion de la muestra se llevdo a cabo colocando una gota de la
dispersion del nanogel en buffer de HOAc/NaOAc a pH=5.0 y una dispersion del
nanogel en buffer H2NaPO4/HNa2PO4 a pH=7.4 sobre una cinta de carbono y
posteriormente se recubrioé con oro.

Para el nanogel en estado solido se colocaron aproximadamente 5 mg del
producto liofilizado en la cinta de carbono y posteriormente se llevé a cabo el
recubrimiento con oro.

5.9 Curvas de calibracién

Para la cuantificacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs se
construyeron dos curvas de calibracion por triplicado en buffer de HOAc/NaOAc a
pH=5.0 y en buffer HoNaPO4/HNa2PO4 a pH=7.4. Para todos los casos se consideré

como variable dependiente la absorbancia y como variable independiente la

concentracion (mol L).

Lineal: Y =a + b*X
Los datos se procesaron empleando el software STATGRAPHICS Centrurion
XVI Version 16.2.04.
5.10 Encapsulacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs en el
nanogel
La encapsulacion del compuesto se llevd a cabo en celdas termostatadas a

20 °C con 2 mL de una dispersién del nanogel con concentracion 10 mg mL" en
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buffer de HOAc/NaOAc a pH=5.0 mas 1 mL de una disolucién 6.03 mmol L' (4.275
mg mL") del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3 en MeOH. El sistema

permanecio tapado y en agitacion durante 36 h.

5.11 Separacion del compuesto cargado en el nanogel y del compuesto libre
Una vez llevada a cabo la encapsulacion se procedié a separar el compuesto
cargado en el nanogel del compuesto libre. Diferentes métodos de separacién se
evaluaron y se selecciono el que proporcioné mejores resultados (Filtracion #2).
Todas las cuantificaciones se llevaron a cabo empleando los resultados de curvas
de calibracion obtenidas mediante espectroscopia de absorcion en el ultravioleta en
la seccion 5.9.
a) Centrifugacion #1
La dispersion se centrifugd a 2598 rcf en tubos Falcon a 25 °C durante 2 h.
El sobrenadante se empleaba para cuantificar la concentracion de compuesto libre.
b) Centrifugacion #2
La dispersién se centrifugd a 19 098 rcf en tubos Eppendorf a 25 °C durante
2 h. Nuevamente, el sobrenadante se empleaba para cuantificar la concentracion
de compuesto libre.
c) Filtracion #1
La dispersion se filtr6 empleando filtros de jeringa de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) no esterilizados con un tamafo de poro de 0.22 ym, marca Millipore. Para
evitar errores porque el compuesto permaneciera adherido al filtro de PVDF, se
tomaba una muestra de 1 mL de dispersion y se hacia pasar por el filtro, el filtrado
se desechaba y posteriormente una muestra de 2 mL se hacia pasar por el mismo
filtro. El filtrado se empleaba para cuantificar la concentracion de compuesto libre.
d) Membrana de didlisis
Se empled un tubo de dialisis de 25 kDa con una anchura de 12 mm y
diametro de 7.5 mm marca Spectrum Labs, a partir del cual se construyeron bolsas
de aproximadamente 2 cm de largo. En el interior de la bolsa se colocé una
disolucion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs con una concentracion
conocida, se tomaron muestras cada 10 minutos y se evalud el tiempo en que se
igualaban las concentraciones internas y externas, esto con la finalidad de verificar
que el compuesto no se absorbiera en la bolsa de dialisis. Una vez corroborada esta
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parte, se coloco en el interior la dispersion del compuesto cargado en el nanogel y
del compuesto libre y se procedié a esperar que el compuesto libre atravesara la
membrana, mientras que el sistema nanogel con compuesto, permaneceria en el
interior de la bolsa. La disolucion externa se empleaba para la cuantificacion del
compuesto libre.
e) Filtracion #2

La dispersion se filtré en un matraz Kitasato con embudo buchner, empleando
filtros GSWP01300 de ésteres mezclados de celulosa hidréfila no esterilizados con
un tamano de poro de 0.22 um marca Millipore. El filtrado se empleaba para

cuantificar la concentracion de compuesto libre.

5.12 Encapsulacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3
Una vez seleccionado el método adecuado para la separacion, se procedio
al calculo del porcentaje de encapsulacion y la concentracidn del compuesto

encapsulado en el nanogel empleando las siguientes ecuaciones:

mg de compuesto encapsulado

%E=(

) 100
mg de compuesto inicial

mg de compuesto encapsulado

o C =
o mg de nanogel

5.13 Liberacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3
La liberacion del compuesto del nanogel se llevé a cabo en un sistema como

el que se muestra en la figura 37:
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Compuesto libre

% Liberacion

Cuantificacion

Nanogel + Compuesto I l ,
\

\\‘f) Vacio

Agua Agua

Figura 37. Esquema del sistema de liberacion.

Las liberaciones se llevaron a cabo a 37 °C en 3 mL de buffer de
HOAc/NaOAc a pH=5.0 y en buffer NaH2PO4/Na2HPO4 a pH=7.4, segun sea el
caso. Ambos medios se mantuvieron en agitacion constante y se evaluaron por
triplicado. Para tomar cada una de las muestras, se hizo vacio en la celda del lado
derecho y se tomaron 200 uL de disolucion a diferentes tiempos (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5,
3,6,9, 24, 27, 31 y 55 h). La concentracién del filtrado se obtuvo a partir de las
curvas de calibracidon obtenidas mediante espectroscopia de absorcién en el
ultravioleta en la seccion 5.9.

El ajuste de las cinéticas de liberacion a diferentes modélos se llevo a cabo

empleando el complemento DDSolver para Excel.
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6. Resultados y discusion

6.1 Sintesis de los compuestos de coordinacion
Como resultado de la sintesis se obtuvieron compuestos sélidos de color

verde para todas las diiminas empleadas (figura 38).

Figura 38. Compuestos de coordinacion de Cu(ll) sintetizados.

6.2 Caracterizacion de los compuestos de coordinacidon
6.2.1 Espectroscopia de infrarrojo
Para iniciar la caracterizacion se obtuvieron los espectros de IR de los
reactivos fen, bipy e HIndo, asi como de los compuestos [Cu(fen)2](NOs)2 y
[Cu(bipy)2](NOs)2. Lo anterior, con la finalidad de observar las bandas asociadas a
los modos vibracionales de los enlaces presentes en los ligantes libres, asi como la
modificacion de éstos cuando el ligante se coordina al centro metalico de Cu(ll). [93]
Una vez observadas las variaciones que presentan los ligantes libres
respecto a los coordinados al centro metalico, se obtuvieron los espectros de los
compuestos mixtos sintetizados. A continuacion, se muestra el espectro del

compuesto de coordinacion [Cu(bipy)(Indo)]NOs a manera de ejemplo y los

espectros correspondientes a los ligantes libres bipy y HIindo (figura 39).
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Figura 39. Espectro en el IR del compuesto [Cu(bipy)(Indo)]NOs, bipy y HIindo.
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La coordinacion de los ligantes al centro metalico de Cu(ll) conlleva a una
modificacion en la energia requerida para provocar una transicion entre los estados
vibracionales de baja energia (fundamentales) y los de alta energia (excitados), lo
que a su vez resulta en la modificacion de la longitud de onda de la radiacion
absorbida y por tanto un corrimiento de las bandas presentes en el espectro de IR.

Las bandas caracteristicas de las diiminas libres son: la banda presente en
3070 cm™' que se atribuye al modo normal vibracional de los enlaces vCarom-H, la
banda en 1580 cm™! atribuida al modo normal vibracional de los enlaces vC=Ny la
banda en 1520 cm™' correspondiente al modo normal vibracional de los enlaces
vC=C. Es importante mencionar que las bandas asociadas a los enlaces vC=N y
vC=C generalmente se encuentran mezcladas debido a que la masa reducida de
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ambos tipos de enlace es muy similar. Se observan bandas de mediana intensidad
asociadas a los modos normales vibracionales de las flexiones fuera del plano del
enlace 6Carom-H presente en los anillos aromaticos de las fen en 850 y 720 cm™'y
de las bipy en 771 cm-.

Las bandas caracteristicas de la indometacina libre son: una banda muy
intensa en 1691 cm' correspondiente al modo normal vibracional del enlace vC=0,
en 2928 y 1479 cm' las bandas asociadas a los modos normales vibracionales de
elongacion y flexién de los -CHs (vCH3s y 6CHs, respectivamente), en 1234 y 1222
cm' las bandas atribuidas a los modos normales vibracionales de los enlaces vC-
O.

Los compuestos [Cu(fen)2](NOs)2 y [Cu(bipy)2](NOs)2 presentan las bandas
caracteristicas de las diiminas con ligeros desplazamientos; generalmente, a
menores numeros de onda, lo que indica la coordinacion de éstos ligantes al centro
metalico de Cu(ll). Los compuestos mixtos ademas presentan desplazamientos de
las bandas asociadas a los modos vibracionales normales de la indometacina.

La banda en aproximadamente 3400 cm™' se debe al modo normal vibracional
del enlace vO-H; lo cual posiblemente se deba a la presencia de aguas de
coordinacion en las posiciones axiales vacantes del centro metalico de Cu de las
Casiopeinas. La presencia de moléculas de agua de coordinacion se corroborara
posteriormente con otras técnicas. [94, 95]

Las bandas asociadas a las diiminas coordinadas son: una banda presente
en 3060 cm™! atribuida al modo normal vibracional del enlace vCarom-H, una banda
en 1580 cm™ correspondiente al modo normal vibracional del enlace vC=N vy la
banda en 1520 cm™ debida al modo normal vibracional del enlace vC=C.
Nuevamente, las bandas asociadas a los enlaces vC=N y vC=C se encuentran
mezcladas. Se observan bandas de mediana intensidad correspondientes al modo

vibracional normal de las flexiones fuera del plano de los enlaces dCarom-H presentes

en los anillos aromaticos de las fen en 850 y 720 cm™'y de las bipy en 750 cm-'.

Las bandas atribuidas a la presencia de indometacina coordinada son: una
banda muy intensa en aproximadamente 1620 cm-! correspondiente al modo normal
vibracional del enlace vC=0, en 2930 y 1430 cm™' las bandas correspondientes a

los modos normales vibracionales de elongacién y flexion de los -CHs (vCHs y 6CHs,
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respectivamente), en 1217 cm™ la banda correspondiente al modo normal
vibracional del enlace vC-O.

En todos los compuestos se observa la presencia de la banda
correspondiente al modo normal vibracional del nitrato en su forma iénica en 1385
cm™, lo que indica que este no se encuentra coordinado al centro metalico de Cu(ll).

El resto de los compuestos presentaban las bandas caracteristicas en los
espectros de IR en valores muy similares. Las posibles asignaciones para todos los
compuestos se muestran en la tabla 2:

Tabla 2. Bandas caracteristicas y sus posibles asignaciones en IR
*NA = No aplica

v
(CHy)

v
Compuesto v (0-H) V(Carom-H) v(c=0) v(c=0) (NO,-) v(C-O) 6(Carom-H)

5
(CHy)

854,
739
NA 758
833,
752
852,
723

NA

[Cu(fen)z](NO3):

[Cu(bipy)z](NO): 771
721,
849
723,
868
727,
810
721,
835

[Cu(fen)(lndo)]N03

[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)INO,

[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)INO,

[Cu(3,4, 7,8-tetrametiI-fen)(lndo)]N03

[Cu(bipy)(Indo)INO, 770

[Cu(4,4"-dimetil-bipy)(Indo)INO, ~

[Cu(5,5™dimetil-bipy)(Indo)INO, 727
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6.2.2 Analisis elemental

El analisis elemental permiti6 determinar el contenido relativo de carbono,
nitrogeno e hidrogeno presente en los compuestos de coordinacion.

Considerando un error del 5 % como el maximo aceptado se observa que los
porcentajes calculados y los obtenidos de manera experimental se asemejan entre
si, permitiéendonos proponer la férmula molecular y la masa molar de cada uno de
los compuestos, asi como asegurar que estos se obtuvieron con una buena pureza.

El resumen de los resultados obtenidos se muestra en la tabla 3:

Tabla 3. Resultados de analisis elemental
Analisis elemental calculado, analisis elemental experimental

(% de error).
Masa
Compuesto Foérmula Minima molecular %C %N %H

(g/mol)

56.49, 57.42 @ 8.45, 8.16 3.49, 3.52

[Cu(fen)(Indo)]NO, [C
(2.18) (3.43) (0.85)

11H,5N,O,CuCl] 662.53

55.93,55.23 | 4.12,3.97 @ 7.90, 8.07

[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)INO, [C,,H,,N,0,CuCI(H20)]
(1.25) (3.64) (2.15)

33 27

57.39,56.49 8.11,848  3.94,4.04

[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)INO C..H..N,O.CuCl
(2.09) (4.56) (2.53)

33" 31 477

57.06,54.38 @ 451,454 @ 7.60,7.87

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)INO, [C
(4.69) (0.66) (3.55)

4sH34N,0,CuCI(H20)]

51.63,50.48 8.30,8.36 @ 4.03,4.00

[Cu(bipy)(Indo)INO, [C 225) 072) o4

203N, 0,CUCI(H20):]

54.38,56.51 | 8.18,7.97 | 4.26,4.31

[Cu(4,4*-dimetil-bipy)(Indo)]NO, C
(3.91) (2.56) (1.17)

31H,N,O,CuClI(H20)] 683.10

53.68,51.61 8.07,8.38  4.35,4.54
(3.85) (3.84) (4.36)

[Cu(5,5™-dimetil-bipy)(Indo)INO, [C,,H,,N,0,CuCl(H20)1.5] 693.59
En algunos casos el ajuste de los porcentajes se mejoro al proponer que los
compuestos se encontraban hidratados. La hidratacion que presentan los
compuestos es variable y se propuso que las moléculas de agua se encuentran
dentro de la esfera de coordinacion ya que el centro metédlico de Cu(ll) esperado

para estos compuestos generalmente presenta cuatro atomos donadores en el

plano xy y uno o dos atomos donadores en las posiciones axiales (numero de
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coordinacion 5 con geometria piramide de base cuadrada y 6 con geometria
octaédrica, respectivamente). Ademas, espectroscopia infrarroja ya habia
demostrado que el nitrato se encontraba fuera de la esfera de coordinacién del Cu
en su forma idnica y en el grupo de trabajo se ha observado que cuando esto
sucede, las estructuras cristalinas muestran moléculas de agua coordinadas.

Las moléculas de agua coordinadas se corroboraron con las técnicas de
conductividad eléctrica molar, intervalo de descomposicidon y resonancia

paramagnética electrénica, como se discutira mas adelante. [94, 95]

6.2.3 Conductividad eléctrica molar
La tabla 4 muestra la conductividad eléctrica molar que presentaron cada uno

de los compuestos:

Tabla 4. Resultados de conductividad eléctrica molar
Conductividad

Compuesto a4 2 4

(Ohm cm mol )
[Cu(fen)(Indo)INO, 91.3
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO, 105.9
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NO R 93.1
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(lndo)]N03 89.5
[Cu(bipy)(Indo)INO, 102.9
[Cu(4,4’-dimetiI-bipy)(lndo)]NO3 90.5
[Cu(5,5"-dimetil-bipy)(Indo)]NO, 82.4

De acuerdo con la literatura, [96, 97] en una disolucién de MeOH un valor de
conductividad eléctrica molar entre 85 y 115 Ohm™' cm? mol' corresponde a un
electrolito de tipo 1:1. Se observa que en general los compuestos de coordinacion
presentan una conductividad eléctrica molar entre dichos valores y por tanto en
disolucién se comportan como electrolitos de tipo 1:1.

El compuesto [Cu(5,5-dimetil-bipy)(Indo)]NOs presenta una conductividad

eléctrica de 82.4 Ohm™' cm? mol-'. Este valor se encuentra ligeramente debajo del

reportado en la literatura para electrolitos 1:1; sin embargo, se localiza alejado del
valor reportado para no electrolitos (70 Ohm' cm? mol'), por lo que también se

clasificdé como electrolito 1:1.
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6.2.4 Momento magnético

La medicion de la susceptibilidad magnética se llevé a cabo con la finalidad
de confirmar el estado de oxidacion 2* esperado para el centro metalico de Cu.

Se llevaron a cabo las mediciones de susceptibilidad magnética para los
ligantes diimina y los compuestos de coordinacion. Todos los ligantes presentaron
una susceptibilidad magnética negativa, es decir, son diamagnéticos.

En la tabla 5 se muestran los valores de momento magnético efectivo
obtenido para los compuestos de coordinacion:

Tabla 5. Resultados de momento magnético
peff

(MB)
[Cu(fen)(Indo)INO, 1.66

Compuesto

[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)INO, 2.21
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)INO, 1.98
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)JNO R 1.96
[Cu(bipy)(Indo)INO, 2.22
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO, 1.78
[Cu(5,5™-dimetil-bipy)(Indo)]NO, 1.92
El valor de momento magnético efectivo informado en la literatura para
compuestos con un electron desapareado en su estructura se encuentra entre 1.70
y 2.20 MB; asimismo, el valor para compuestos con dos electrones desapareados
es entre 2.60 y 4.00 MB. [98, 99]
Se observa que, el valor de momento magnético para todos los compuestos
se encuentra en el intervalo de entre 1.66 y 2.22 MB, lo que corresponde a
compuestos con un electron desapareado en su estructura; confirmandose asi que

el centro metalico de Cu se encuentra en estado de oxidacién 2* y posee una

configuracion electrénica [Ar] d°.

A pesar de que el compuesto [Cu(fen)(Indo)]NOs presenta valores
ligeramente inferiores al intervalo reportado en la literatura, éste permanece mas
cercano al valor reportado para unicamente un electrén desapareado por lo que
puede afirmarse que el centro metalico de Cu presenta un electron desapareado,
una configuracion electrénica [Ar] d° y un estado de oxidacion 2*. Una posible
explicacion para el valor inferior de la susceptibilidad magnética es que esta técnica
la muestra se encuentra en estado sélido y, por tanto, hay cercania entre los nucleos
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de Cu, lo que conlleva a un acoplamiento entre los momentos de espin electrénicos
de los electrones desapareados del Cu y por tanto, una ligera disminucion en el
momento magnético obtenido. [100]
6.2.5 Temperatura de descomposicion

La medicion del punto de fusion de los compuestos de coordinacion mostro
que éstos sufren descomposicién térmica a temperaturas comprendidas entre los
143 y 180 °C.

En la tabla 6 se muestra el intervalo de temperatura en el que se observo la
descomposicién de cada uno de los compuestos:

Tabla 6. Intervalo de descomposicion de los compuestos de coordinacion

Compuesto Intervalo de descomposicion
(°C)
[Cu(fen)(Indo)]NO, 145-148
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO, 178-180
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NO, 176-178
3 173-175
[Cu(bipy)(Indo)]NO, 145-148
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)INO, 143-146

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)JNO

[Cu(5,5™-dimetil-bipy)(Indo)INO, 161-163

Es importante mencionar que en el proceso de descomposicion de los
compuestos no se observd la pérdida de moléculas de agua de hidratacion a
temperaturas cercanas a 100 °C.

6.2.6 Espectroscopia electronica de absorciéon en el UV-Visible

La espectroscopia de absorcibn en el UV-Visible permite observar
transiciones que ocurren entre el estado fundamental Wy y estados excitados We de
una molécula. La probabilidad de la transicion debida a la interaccién de un fotén
con los electrones se expresa a través del operador de momento de transicion M,
que en UV-Visible se encuentra dominado por el termino asociado al dipolo

eléctrico. La energia de la transicion entonces dependera de la siguiente integral:

f llug Mdipolo eléctrico llue dt

Las transiciones cuya [ # 0se dice que se encuentran permitidas y

presentaran una elevada intensidad y energia en el espectro de absorcion. Las
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transiciones cuya [ = 0 se encuentran prohibidas y aunque suceden en ciertas
ocasiones que se discutiran mas adelante, presentan una menor intensidad y
energia en el espectro de absorcion.

Para llevar a cabo la asignacién de las sefiales se obtuvieron los espectros
electrénicos de absorcion en la region del UV de la indometacina, las diiminas y los
compuestos de coordinacion.

El espectro electronico de absorcion de la indometacina sin coordinar (figura
40) presenta una banda ancha entre 225 y 280 nm con valor de € de entre 2000 y
4500 L mol* cm™' y una banda pequefia en 317 nm con valor de € de 1385 L mol’

cm™,

—— Indometacina 0.101 mM

T T T T T

T T |
300 325 350

25
Longitud de onda (nm)

T
250

Figura 40. Espectro electronico de absorcién en el ultravioleta (220-350 nm) en
MeOH a T=25 °C.
A continuacién, se muestra el traslape entre los espectros de absorcion
obtenidos para los ligantes indometacina, bipy y 5,6-dimetil-fen y los compuestos de
coordinacion [Cu(bipy)(Indo)]NOs [Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NOs (figura 41):
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Figura 41. Espectros electrénicos de absorcion en el ultravioleta
(220-350 nm) en MeOH a T=25 °C.

Como es apreciable en los espectros de la figura 41, los ligantes diimina
presentan dos maximos ubicados en aproximadamente 230 y 270 nm, los cuales se
atribuyen a transiciones permitidas entre los orbitales 1 de enlace y 11 de antienlace
(m — m"), tipicas en compuestos organicos con sistemas aromaticos y multiples

enlaces 1. El valor de coeficiente de extincibn molar confirma las transiciones
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asignadas, ya que la literatura informa que para estas £ debe encontrarse alrededor
de 10 000 L mol-' cm'.[101]

Los compuestos de coordinacién presentan una forma muy similar a los
espectros obtenidos para los ligantes diimina, aquellos que incluyen fen en su
estructura presentan dos maximos ubicados en aproximadamente 230 y 280 nm y
los que incluyen bipy presentan dos maximos en aproximadamente 230 y 300 nm.
En este sentido, los maximos en los compuestos de coordinacion en la regién del
UV se atribuyen a transiciones permitidas entre los orbitales 1™ de enlace y 1 de
antienlace (m — m*) debidas a la presencia de los sistemas altamente conjugados
de las diiminas aromaticas en los compuestos de coordinacién. El desplazamiento
de las transiciones a valores superiores de longitud de onda indica que, aunque
estas siguen llevandose a cabo cuando el ligante diimina se coordina, son de menor
energia. Los valores de € para este tipo de transiciones son superiores a 10 000 L
mol' cm.

Las transiciones de la indometacina no se observan en los compuestos de
coordinacion debido a que las transiciones tipo m — m* correspondientes a la diimina
aromaticas poseen € mayores y por tanto enmascaran las de la indometacina.

En todos los compuestos con bipy se observa un tercer maximo entre 306 y
316, el cual, segun lo reportado por Morgan et al. [102] y al no aparecer en las bipy
sin coordinar, se atribuye a transferencias de carga metal-ligante, MLCT u oxidativas
que ocurren de los orbitales d del metal con configuracion electronica t2q®eg® hacia
los orbitales de antienlace vacios del ligante (7). La transferencia de carga en 220
nm no se observa, posiblemente por que ésta es cubierta por las transiciones tipo
m — m* de las diiminas que son de mayor intensidad y por tanto poseen valores de
€ superiores. [103]

En aproximadamente 220 nm se esperaria una sefial débil asociada a la
transicion de orbitales moleculares no enlazantes a orbitales moleculares de
antienlace n — m* que ocurre en el anién NOs"; sin embargo, el valor del € para el

maximo en 230 nm es mucho mayor al informado para este tipo de transiciones (10

L mol"cm" a 1 000 L mol' cm™), lo que indica que esta transicion es enmascarada

por las transiciones tipo m — " del sistema diimina. [100, 101]
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Se muestran los espectros obtenidos para todos los compuestos de

coordinacion (figura 42):

Hindo
[Cu(fen)(Indo)]NO,

—— [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO,
— [Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NO,
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]NO,

| y I Y I L 1
275 300 325 350
Longitud de onda (nm)

Hindo
— [Cu(bipy)(Indo)INO,

——— [Cu(4,4'-diMebipy)(Indo)]NO,
— [Cu(5,5"-diMebipy)(Indo)]NO,

/ MLCT

n—omn*

T T T T T T T T 1
250 275 300 325 350

Longitud de onda (nm)
Figura 42. Espectros electrénicos de absorcion en el ultravioleta

(225-350 nm) en MeOH a T=25 °C.
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La tabla 7 muestra la longitud de onda a la que aparecen los maximos de

cada uno de los compuestos, asi como el valor correspondiente al coeficiente de

absortividad molar.

Tabla 7. Resultados de espectroscopia de absorcién en el UV

)\max
Compuesto
(nm)

[Cu(fen)(lndo)]NO3 222
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)] NO 234
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)] N03 235

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)] N03 234
[Cu(bipy)(Indo)] NO, 236
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)] NO3 236
[Cu(5,5"-dimetil-bipy)(Indo)] NO_ 235

€
(L mol-1 cm-1)
9035
9837
9439
9924
7787
9924
9931

Amax
(nm)
272
272
280
278
297
294
307

€
(L mol-1 cm-1)
6404
12364
11285
11420
7233
6289
8377

Amax
(nm)
298
295
301

302
308
305
319

€
(L mol-1 cm-1)
3010
4209
4545
4446
5882
5872
6586

En lo que se refiere a la regidn del visible los ligantes fen, bipy y Hindo no

presentan transiciones, por lo que las transiciones que se observan en esta regién

se atribuyen al centro metalico de Cu(ll). Aunque las transiciones entre los

microestados que surgen a partir del desdoblamiento de los orbitales d del Cu(ll)

d —» d se encuentran prohibidas debido a que f‘f'g Mdipolo eléctrico Pedt = 0, los

fendbmenos de acoplamiento espin-6rbita o vibracional y las distorsiones de la

geometria inducidas por los ligantes permiten que éstas se lleven a cabo, aunque

con una menor intensidad y energia que las transiciones tipo m — " e inclusive que

las tipo LMCT o MLCT.

A continuacion, se muestran los espectros electronicos de absorcion

obtenidos (figura 43):
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— [Cu(fen){Indo)]NO

— [Cu(4,7-diMefen)(Indo)]NO,
[Cu(5,6-diMefen){Indo)]NO,

—[Cu(3,4,7,8-teraMefen){Indo)]NO,

] ! | ! ] ! | ! 1
500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

—— [Cu(bipy)(Indo)NO,
——[Cu(4,4-diMebipy)(Indo)INO,
[Cu(5,5-diMebipy)(Indo)]NO,

] ! ] ! ] ! ] ! 1
500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 43. Espectros electronicos de absorcion en el visible
(450-900 nm) en MeOH a T=25 °C.
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La tabla 8 muestra los maximos de longitud de onda para cada unos de los
compuestos, asi como el valor correspondiente al coeficiente de extincion molar.

Tabla 8. Resultados de espectroscopia de absorcion en el visible

Compuesto Amax 81 1 Amax 81 .

(nm) (Lmol” cm™) (nm) (Lmol” cm™)
[Cu(fen)(Indo)]NO, 653 22 758 15
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)] NOa 633 28 754 14
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)] NO, 643 36 763 29
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)] NO3 632 51 756 25
[Cu(bipy)(Indo)] NO, 638 33 768 17
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)] NO3 633 35 763 18

[Cu(5,5™dimetil-bipy)(Indo)] NO, 656 45 788 24

De acuerdo con los resultados obtenidos en RPE, el centro metalico de Cu(ll)
en disolucion de MeOH presenta una geometria piramide de base cuadrada, como
se discutira mas adelante (Seccidén 6.2.7). La disminucion de la simetria del ion
Cu(ll) libre 2D a un campo con geometria piramide de base cuadrada (Cav) hace

posible que se lleven a cabo al menos tres transiciones del estado basal del Cu(ll)

con configuracion electronica t2g®eg® (°B1) a los estados excitados (°A1, ?B2 y 2E).

El diagrama siguiente muestra las energias involucradas (figura 44):
A

ZT 2%

Cu(ll) libre Oy,

Figura 44. Transiciones en un centro metalico de Cu(ll) con grupo puntual Cav.
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La presencia de bandas anchas y no simétricas en los espectros de absorcion
de los compuestos evidencian la distorsion que presenta el centro metalico y
sugieren que en los compuestos se lleva a cabo mas de una transicion.

El maximo que se observa en valores de longitud de onda entre 631 y 656
nm se asigna a la transicion 2B1—2E, ya que de acuerdo con las energias del grupo
puntual Cav es la transiciébn de mayor energia y, por tanto, la que sucedera a una
menor longitud de onda. En los espectros de absorcion de los compuestos
[Cu(bipy)(Indo)]NOs, [Cu(fen)(Indo)INOs y [Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NOs es posible

distinguir un segundo maximo entre 758 y 768 nm, que se asigna a la transicion

’B1—?B2, que es la segunda transicién de mayor energia y, por tanto, la que

sucedera a una mayor longitud de onda. Para el resto de los compuestos el maximo
de absorcidén se toma como la longitud de onda correspondiente a la mitad de la
absorbancia del maximo de la transicion ?B1—?E. En ambos maximos el valor
obtenido de € concuerda con el valor reportado en la literatura, la cual informa que

éste debe encontrarse entre 1y 102 L mol' cm'.[98, 104, 105]

6.2.7 Resonancia paramagnética electrénica

La resonancia paramagnética electrénica proporciona informacién acerca del
ambiente electronico en el que se encuentra el centro metalico.

En los espectros obtenidos en estado sdlido a temperatura ambiente (figura
45) es posible observar unicamente una sefial ancha que si bien, confirma la
presencia de Cu(ll), no muestra los acoplamientos hiperfino y superhiperfino lo cual
se explica por las interacciones vibracionales entre moléculas vecinas y por el
incremento de la temperatura que conlleva a la disminucién de los tiempos de

relajacion.
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En moléculas con mas de un centro metalico de Cu(ll) (S=1/2), la cercania
entre los atomos de Cu(ll) da lugar al acoplamiento entre el espin electrénico del
electron desapareado de cada atomo de Cu(ll); generando sefales en
aproximadamente 500 Hz. La ausencia de éstas senales indica la obtencion de

especies monomericas de Cu(ll). [102]

o
1

Intensidad

1 . I L | L |
200 300 400 500
Campo (mT)

Figura 45. Espectro de RPE del compuesto [Cu(fen)(Indo)]NOs en estado sdlido a

temperatura ambiente.

Dado que la condiciéon de resonancia en RPE esta dada por la siguiente

ecuacion:
AE =hv = g,fH

Donde ge es el factor del electron libre, AE es la energia de la transicion, 3
es la constante del magnetén de Bohr y H el campo magnético aplicado. El valor de
g correspondiente a un electron en una molécula se ve influenciado por la
interaccion entre el momento de espin electrénico intrinseco del electron y su
entorno, por lo que g se emplea como parametro para determinar el ambiente

quimico del electrén desapareado.
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La anisotropia en torno al electrén desapareado da lugar a valores de g
diferentes a lo largo de los ejes x, y ¥ z (9x, 9y Y gz respectivamente). Al asumir que
el eje z de la molécula se alinea con el campo magnético impuesto y que los ligantes
se encuentran en el plano xy, es posible distinguir entre compuestos axiales en los
que gz#gy=gx 0 lo que es lo mismo, gi#gL (prolata gi>gL y oblata gi<gL) y compuestos
rombicos donde gz#gy#gx.

En todos los espectros obtenidos en disolucion de MeOH a 77 K, los
compuestos mostraron espectros anisotropicos de tipo axial prolata [106]
caracteristicos de centros de Cu(ll) con acoplamiento hiperfino como resultado de
la interaccion del espin electronico del electron desapareado del Cu(ll) (S=1/2) con
el espin nuclear del cobre [®3Cu (abundancia isotopica=69.17 %, 1=3/2) y 8Cu
(abundancia isot6pica=30.83 %, 1=3/2)]; generando un cuarteto de senales en la
region paralela (2nl+1, donde n es el numero de nucleos involucrados).

Adicionalmente se obtuvo desdoblamiento superhiperfino en la region
perpendicular correspondiente al acoplamiento entre el espin electrénico del

electron desapareado del Cu(ll) (S=1/2) con el espin nuclear de los dos atomos de

nitrégeno de la diimina ['*N (abundancia isotopica=99.632 %, I=1) y '*N (abundancia

isotdpica del 0.368 %, 1=1/2)]. Este tipo de sefiales confirman la presencia de
especies monomericas de Cu(ll).

A manera de ejemplo se muestra el espectro de RPE del compuesto
[Cu(fen)(Indo)]NOs con su respectiva simulacion (figura 46). El resto de los

compuestos presentan una forma similar.
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Intensidad

T T T T T T T
250 275 300 325
Campo (mT)

1
350

2011.798

852x1(

Intensidad

-2011.798

241.210

291.830
Campo (mT)

342.450

Figura 46. Espectro de RPE del compuesto [Cu(fen)(Indo)]NOs3

en disolucién de MeOH a 77 Km, experimental y calculado.

En la tabla 9 se muestra el resumen de los resultados obtenidos a partir de
la simulacion del espectro experimental:
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Tabla 9. Resumen de resultados de RPE
(a) Unidades en 1x10 cm-, (b) Unidades en cm

An constante de acoplamiento con los atomos de N

Compuesto g, g9, A” (a) AL(a) 9., Aiso(a) An @ £(b)

[Cu(fen)(Indo)]NO, 2.276 180.852 2130  66.361 @ 0.0014 126
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)INO 2.270 182.558 2128 | 66.534 | 0.0014 | 124
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)INO 2.270 180.428 2128  66.196 @ 0.0013 @ 126

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)INO_ | 2.258 189.689 2.122 | 70.411 | 0.0013 | 119
[Cu(bipy)(Indo)INO, 2.265 185.593 2126 @ 69.015 0.0013 @ 122
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO, 2.274 181.808 2129 | 67.025 | 0.0007 | 125
[Cu(5,5™dimetil-bipy)(Indo)]NO, 2.262 188.970 2124 70.386 @ 0.0013 | 120

Debido a que se considera que los ligantes se encuentran en el plano xy, el
valor de gi, es altamente influenciado por el ambiente quimico del electrén
desapareado del Cu(ll), permitiendo diferenciar el enlace del metal con los atomos
donadores de caracter predominantemente iénico gi> 2.3 de uno donde predomina
un ambiente covalente gi < 2.3 [107]. Con base en los resultados obtenidos, el
enlace entre el centro metdlico y los atomos donadores presentan caracter
predominantemente covalente.

El cuarteto de sefales en la region paralela muestran la relacién gi > gL >

2.0023, indicativo de la presencia de un estado electrénico basal con el HOMO con

caracter predominantemente dx?>-y? para Cu(ll), el cual puede describirse como:
[108]

81
=2.0023 +
u * E(dyr — dyay — E(dyy)

21
g, = 2.0023 +
L E(dyz — dyzy — E(dyz dy,)

Donde:

A Constante de acoplamiento espin-orbita del Cu(ll) = -828 cm""

E Energia de los orbitales
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Por lo que los orbitales atémicos del Cu(ll) se desdoblan como se muestra

en la figura 47:

2E

Orbitales d 0, Término

Figura 47. Orbitales atdmicos del centro metalico de Cu(ll).

Con base en lo reportado por Kivelson D. [107] y su grupo de investigacion
los compuestos de Cu(ll) con una geometria piramide de base cuadrada presentan
valores de Aiso entre 65y 75 x 104 cm™ y valores de giso entre 2.090 y 2.130. Como
se puede observar en la grafica 1, los valores Aiso para los compuestos sintetizados
se encuentran entre 66.196 y 70.411 x 10 cm™ y los valores de giso entre 2.122 y
2.130, por lo que se determind que los siete compuestos sintetizados poseen una

geometria de piramide de base cuadrada Cay.
2.131

[Cuifen)(Indo)]NO3
2130 L]

Cu(4, 4'-dimeatil-bipy N Indo)]NO3
2129 [Cuf pyindo)]

.
[Cu(5,8-difmetil-fen)(Indo)]NO3 [Cu(4,7-dimetil-fen){Indo)]NO3
L] L]

2128
L ]

5127 [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3

23126 [Cufbipy)(Indo)]NO3
o [ ]

1
2125 [Cu(5,5'-dimetil-bipy){Indo)]NO3

2124 L]

2123
[Cu(3.4,7 8-tetrametil-fen)(Indo)]NO3

2122 *

2121
65.500 66.000 66.500 67.000  &7.500 68.000 68.500 62.000 69500 70,000 70300 71000

A, (x10* cm™)
Grafica 1. giso VS Aiso.

Pagina | 94




Peishach J. y Blumberg W. E. demostraron que los valores de An y g, al ser
ampliamente influenciados por el ligante, pueden ser empleados para asignar la
naturaleza de los atomos unidos al centro metalico. En la grafica 2 se muestra como
todos los compuestos sintetizados coinciden con el intervalo de valores esperados
para un Cu(ll) unido a dos atomos de oxigeno y dos atomos de nitrégeno (nucleo
CuN202). [109]

[Cu(3,4,7 8-tetrametil-fen)(Indo)]NO3

[Cu(5,5'-dimetil-bipy)(Indo)INO3
[Cu(bipy)(Indo)]NO3
[Cu(4,7-dimetil-fen){(Indo)]NO3

[Cu(4,4'-dimetil-bipy)(Indo)]NO3
[Cu(5,6-difmetil-fen)(Indo)]NO3

[Cu(4, 7-dimetil-fen)(Indo)]NO3

[Cu(fen)(Indo)]NO3

2.200 2.250 2.300

8
Grafica 2. Ailvs g

El valor de f (gi/Ain) suele emplearse como un indicador del grado de

distorsion de la perfecta geometria, siendo 110 cm el valor para un sistema

“‘perfecto” y 250 cm uno fuertemente distorsionado. Para los compuestos
sintetizados f se encuentra entre 119 y 126, lo que indica que la geometria piramide
de base cuadrada se encuentra poco distorsionada. [110]
6.2.8 Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica permitio determinar el comportamiento redox de
los compuestos de coordinacion, ya que éste se ha empleado como descriptor en
el estudio de la relacion cuantitativa estructura-actividad de compuestos de

coordinacion de cobre con diiminas aromaticas. [36]
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Los voltamperogramas de los ligantes fen y bipy no obtuvieron, ya que los
procesos de reduccion y oxidaciéon sobre éstos se encuentran estudiados y la
literatura reporta que estos procesos suceden a potencial muy negativos, por lo que
no se espera tener una interferencia con las sefiales asociadas al centro metalico
de Cu(ll).

El voltamperograma obtenido para el ligante indometacina sin coordinar se

muestra a continuacion (figura 48):
10 -

Corriente (nA)

—— Hindo Ventana (-2.55 a 0.45 V vs F¢'/Fc)

45 10 -05 00 05
E (V) vs Fc'/Fc

Figura 48. Voltamperogramas del ligante HIndo 1 mmol L' en sentido catédico en
una disolucién 100 mmol L' de TBAPF6 en DMSO.
Electrodo de trabajo de carbdn vitreo a T=25 °C, Vel=100 mV s-.

El voltamperograma obtenido concuerda con los procesos reportados en la
literatura para la indometacina, la cual presenta dos procesos reversibles en
potenciales muy negativos de aproximadamente -2.13 y -2.30 V vs Fc*/Fc (lllc, IV,
IVa y llla) y dos picos de oxidacion irreversibles a potenciales de -0.15y 0.13 V vs
Fc*/Fc (lay lla). [111]
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Una vez conocido el comportamiento electroquimico de la Hindo, se procedi6
a estudiar el comportamiento de los compuestos de coordinacién. Se muestra la
sobreposicion entre el voltamperograma de la Hindo y el compuesto [Cu(4,4'-
dimetil-bipy)(Indo)]NOz3 (figura 49).

Corriente (uA)

— [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)INO,

‘ -1.0 -0.5 0.0 0.5
E (V) vs Fc'/Fc
Figura 49. Voltamperogramas de Hindo y [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO3

1 mmol L' en sentido catddico en una disolucion 100 mmol L' de TBAPF6 en
DMSO. Electrodo de trabajo de carbén vitreo a T=25 °C, Vel=100 mV s,

Se observa que en comparacion con el voltamperograma de la Hindo, el
voltamperograma del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs presenta nuevas
sefales. Los procesos Ic, llc, llay la se asocian a la presencia del centro metalico de
Cu, los procesos lllc, Ve, IVa llla y la- al aparecer en potenciales e intensidades de
corriente muy similares a los de la indometacina libre, se asocian a la presencia de
esta en el compuesto de coordinacion; por ultimo, los procesos Vc y Va en valores
de potencial muy negativos coinciden con los valores esperados para las
reducciones y oxidaciones de las diiminas aromaticas.

Posteriormente, se obtuvo una coleccidn de voltamperogramas para el

compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs en diferentes intervalos de potencial

Pagina | 97




(figura 50), esto con la finalidad de corroborar la correspondencia de las sefales de

reduccion y oxidacion.

30 —

Corriente (pA)

LAY
o
I

——Ventana 1 (-2.88a 0.12 V vs Fc+/Fc¢)
—Ventana 2 (-2.54 a 0.12 V vs Fc+/Fc)
-ventana 3 (-2.26 a 0.12 V vs Fc+/Fc)
Ventana 4 (-2.02 a 0.12 V vs Fc+/Fc)
Ventana 5 (-1.17 a 0.12 V vs Fc+/Fc)

T

T b | — I
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

E (V) vs Fc+/Fc

Figura 50. Voltamperogramas del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs 1
mmol L-! en sentido catddico en una disolucion 100 mmol L' de TBAPFs en

DMSO. Electrodo de trabajo de carbdn vitreo a T=25 °C, Vel=100 mV s".

Debido a que, en este trabajo, solo se desea indagar en el comportamiento
del cobre, se muestran los voltamperogramas del mismo compuesto en las ventanas
de potencial en las que ocurren los procesos asociados a este: en un intervalo de -
2.02 a 0.12 V (rojo). Se observan dos sefnales de reduccion Ic y llc; y al continuar
con el barrido de potencial y completar el ciclo se observan dos procesos de

oxidacion llay la. En el intervalo de -1.17 a 0.12 V (azul) se observa un solo proceso

de reduccion Ic y al completar el ciclo un proceso de oxidacion la (figura 51). La

indometacina permanece inactiva en la ventana de potenciales estudiados, lo cual
coincide con lo reportado por Tarushi A. para compuestos de coordinacién de Cu
con indometacina (figura 49). [53]
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Ventana 1 (-2.02 a 0.12 V vs Fc'/Fc¢)
——\Ventana2 (-1.17 a 0.12 V vs Fc¢'/Fc)

9

Corriente (uA)

E(V)vs Fc'/Fc

Figura 51. Voltamperogramas del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs 1
mmol L' en sentido catddico en una disoluciéon 100 mmol L-' de TBAPFe& en

DMSO. Electrodo de trabajo de carbén vitreo a T=25 °C, Vel=100 mV s,

El primer proceso de reduccion se asocia al paso de Cu(ll) a Cu(l) y el

segundo al paso de Cu(l) a Cu(0). La senal lla esta asociada a la oxidaciéon Cu(0) a

Cu(l) con la redisolucion del Cu(0) adherido a la superficie del electrodo (lo cual se

explica por la intensidad de corriente) y la sefial la puede ser asociada a la oxidacion

de Cu(l) a Cu(ll). Se propone el siguiente mecanismo:
Cu(ll)+1e— Cu(l) pico lc
Cu(h)+1e— Cu(0) pico llc
Cu(0)— Cu()+1e pico la
Cu(l)— Cu(ll)+1e pico lla

El proceso relacionado con la actividad biolégica de los compuestos es la
reduccion de Cu(ll) aCu(l) y la reoxidacién de este Cu(l) a Cu(ll), por lo que se llevd

a cabo el estudio a diferentes velocidades de dicho proceso (azul). Los compuestos
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a partir de este estudio presentaron comportamientos diferentes de acuerdo con la

diimina aromatica, por lo que se dividiran en dos grupos para su discusion.

6.2.8.1 Voltamperometria ciclica de los compuestos [Cu(bipy)(Indo)]NO3 y
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO3 y [Cu(5,5’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs.

Se presenta el estudio a diferentes velocidades del proceso Cu(ll)/Cu(l) para
el compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]INOs a manera de ejemplo (figura 52).

—— 0010 mV/s
— 0050 mV/s
-0100 mV/s
— 0250 mV/s
0500 mV/s
—— 0750 mV/s
1000 mV/s

Corriente (uA)

E (V) vs Fc /Fc
Figura 52. Voltamperograma del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs
1 mmol L' en sentido catddico en una disolucién 100 mmol L-' de TBAPFe en
DMSO. Electrodo de trabajo de carbdn vitreo a T=25 °C.
Se observa una sefal de reduccion Ic y una sefal de oxidacion la para las

cuales se propone el siguiente mecanismo:

Cu(lh+1e— Cu(l) pico lc

Cu(l)> Cu(lh)+1e pico la

El resumen de los resultados obtenidos para los compuestos que presentan
este comportamiento se muestra en la tabla 10.
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Tabla 10. Resultados de VC de los compuestos con bipy

*n = Numero de electrones intercambiados

Ec vs Fc+ch E, vs Fc+ch
Compuesto (mV) (mV)

[Cu(bipy)(Indo)]NO; -823 -4711
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO; -790 -657
[Cu(5,5 -dimetil-bipy)(Indo)]NO; -895 -620

El proceso involucra el intercambio de un solo electron; sin embargo, la
separacion entre el Epc Yy Epa €s mucho mayor a 60 mV, por lo que se determind que
los compuestos presentan un comportamiento cuasi-reversible; es decir, la

transferencia electronica es lenta (v2) y no se encuentra controlada por la difusion

de las especies a la superficie del electrodo (v1) (figura 53).

cu(l)
Cu(ll) ——— Cu(ll)
Vi
cu(l)

A

Figura 53. Reduccion y oxidacion de los compuestos con bipy sobre la superficie

del electrodo. Imagen a partir de [110].
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6.2.8.2 Voltamperometria ciclica de los compuestos [Cu(fen)(Indo)]NOs,
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs, [Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NO3 y [Cu(3,4,7,8-
tetrametil-fen)(Indo)]NO3

Se presenta el estudio a diferentes velocidades del proceso Cu(ll)/Cu(l) para

el compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs a manera de ejemplo (figura 54).

15 -
la

10 +

y

w
1 i

o
1

Corriente (uA)

|
[8)]
1

— 0050 mV/s
0100 mV/s
— 0250 mV/s
0500 mV/s
—— 0750 mV/s
1000 mV/s

0.0

N
o
1

N
w
-

-20 T
-1.5 -1.0

05
E (V) vs Fc¢'/Fc

Figura 54. Voltamperograma del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3 1 mmol
L' en sentido catddico en una disolucion 100 mmol L' de TBAPFs en DMSO.

Electrodo de trabajo de carbon vitreo a T=25 °C.

En estos compuestos es posible observar una sefal de reduccién Ic y una
sefal de oxidacion la; sin embargo, ambas sefales presentan procesos de
adsorcion del compuesto en la superficie del electrodo. Los procesos adsortivos se
presentan frecuentemente en compuestos con una gran cantidad de anillos
aromaticos, en el caso de los compuestos estudiados se observa que los que
poseen como ligante fen presentan procesos adsortivos. La precencia de un tercer
anillo aromatico en la fen favorece la adsorcion de los compuestos en la superficie
del electrodo. La primer molécula que llega a la superficie del electrodo se reduce
de Cu(ll) a Cu(l), la especie con Cu(l) se adsorbe sobre la superficie del electrodo,

formando una monocapa; por lo que la siguiente molécula de Cu(ll) se reduce sobre
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el electrodo modificado por especies de Cu(l). Al invertir el barrido, todas las
especies de Cu(l) regresan a Cu(ll) (figura 55). [112, 113]

Reduccién

Formacién de
una monocapa
de especies

Cu(ll) —— cu(n) de Cu(l)

Vi

Reduccion sobre la monocapa

cu(in

cu(ll) —— cu(ll)
Yy

Oxidacion

cu(l)

Figura 55. Reduccion y oxidaciéon de los compuestos con fen sobre la superficie
del electrodo. Imagen a partir de [110].
El mecanismo que se propone es el siguiente:
Cu(Il)+1e— Cu(l)ads

Cu(ll)+1e— Cu(l)
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Cu(l)ass = Cu(ll)+1e

Cu(l)> Cu(ll)+1e pico la
La tabla 11 muestra el resumen de los valores obtenidos para cada
compuesto:
Tabla 11. Resultados de VC de los compuestos con fen

*n = Numero de electrones intercambiados

Ec vs Fc IFc E, vs Fc IFc
Compuesto (mV) (mV)

[Cu(fen)(Indo)INO -815 -501
[Cu(4, 7-dimetil-fen)(lndo)]N03 -1120 547
[Cu(5, 6-dimetil-fen)(lndo)]NO3 -793 -464

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo) ]N03 -863 -431

De igual manera, el proceso involucra el intercambio de un solo electrén con
una separacion entre el Exc y Epa mucho mayor a 60 mV, por lo que se determind
que presentan un comportamiento cuasi-reversible con transferencia electronica
lenta y no controlado por la difusion de las especies a la superficie del electrodo.
Este comportamiento se atribuye al cambio de la geometria alrededor del centro
metalico, el cual pasa de un compuesto de Cu(ll) con geometria piramide de base
cuadrada a un compuesto de Cu(l) con geometria tetraédrica.

Los valores de Epc y Epa del centro metalico se veran influenciados por el
caracter electrodonador o electroactractor de los ligantes, la naturaleza y posicion
de los sustituyentes, asi como la flexibilidad de los ligantes para adoptar ambas
geometrias.

Las diiminas fen y bipy se comportan como donadores o y aceptores T, lo
que permite la retrodonacion del i6n metalico hacia la diimina. La retrononacion
proporciona estabilidad al sistema al permitir que el Cu(ll) lleve a cabo una mejor
distribucacion de la densidad electrénica, facilitando la reduccion de los compuestos
y convirtiendolos en buenos oxidantes, hecho que se refleja en el desplazamiento
de Epc y Epa hacia valores positivos. El anillo aromatico extra de la fen respecto a la
bipy permite que la fen distribuya aun mejor la densidad electronica, estabilizando

el estado de oxidacién reducido Cu(l) y por tanto, a excepcion del compuesto

Pagina | 104




[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs, los compuestos con fen aparecen a potenciales mas
postivos que los compuestos con bipy.
A continuacion se muestra el valor del E12 de los compuestos sintetizados
respecto al ENH (tabla 12):
Tabla 12. Valores de E1/2 vs ENH

E12 vs ENH

Compuesto (mV)

[Cu(fen)(Indo)]JNO; -158

[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)JNO; -334

[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]JNO; -129

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]INO; -147

[Cu(bipy)(Indo)]JNO; -149

[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO; -224

[Cu(5,5’-dimetil-bipy)(Indo)]NO; -258
La reduccion de los compuestos por reductores endégenos como glutation
(GSH) y el dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH) se ve favorecida
termodinamicamente, dando lugar al paso del centro metalico de Cu(ll) a Cu(l). La
nueva especie de Cu(l) puede llevar a cabo reacciones con el oxigeno molecular, el
peréxido de hidrégeno y el radical superéxido, como se muestra en la figura 56.

[114]

cu2+

NAD* GS50G

NADH™ GSH
-320 -240

I T T T T T T T

2(|)0 4(I)O 6CIJO 8(|)0 10|OO
E (mV)vs ENH

Figura 56. Agentes reductores y oxidantes con los que los compuestos

|
-200

|
-400

sintetizados pueden reaccionar para generar ERO.
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La capacidad de los compuestos sintetizados de generar ERO concuerda con
el mecanismo de accion propuesto para las Casiopeinas por Kachadourian et al.
(figura 13) [35], quienes indican que una vez reducido el compuesto de Cu(ll) a
Cu(l), éste es capaz de reaccionar con peroxido de hidrogeno para generar el radical
hidroxilo. El peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo generan dafio al ADN
mitocondrial, desencadenando un desbalance en la cadena respiratoria mitocondrial
e incrementando la produccion de ERO.

6.3 Concentracion inhibitoria media

La Clso en la linea celular HeLa se tom6 como indicador de la actividad

antitumoral. Las graficas de porcentaje de proliferacién celular vs concentracion

para dos compuestos activos en HelLa se muestran a continuacion (graficas 3 y 4):
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Se observa que hay una diminucion en el porcentaje de la prolifferaciéon
celular conforme se incrementa la concentracion de los compuestos de coordinacion
y que a partir de 0.753 ug mL ! la disminucion de la proliferacion celular es mayor
al 50%. A partir de estas graficas se obtuvo la concentracion inhibitoria media. La
tabla 13 muestra la concentracion inhibotoria media en la linea celular HelLa para
todos los compuestos de coordinacion sintetizados.
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Tabla 13. Concentracion inhibitoria media en la linea celular HelLa

Compuesto Clso en Hela
(4 mol L)
[Cu(fen)(Indo)]JNO; 2.3+£0.02
[Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)JNO; 0.72+0.10
[Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)JNO; 0.67 +0.02
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]JNO; 1.0+£0.03
[Cu(bipy)(Indo)]NO; 252 +1.07
[Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO; 7.87 £0.40
[Cu(5,5"-dimetil-bipy)(Indo)JNO; 2.87 +1.02
Cis-platino 12.5+0.70 [115]
Cu(NO;); > 100 [116]
[Cu(fen),(H;0)](NO3), 15.4 £ 1.8 [116]

Es posible observar que a excepcion del compuesto [Cu(bipy)(Indo)]NOs,
todos los compuestos presentan una mayor actividad que el cis-platino y el
[Cu(fen)2(H20)](NO3)2. También se observa que los compuestos de coordinacion
que incorporan fen son mas activos que aquellos con bipy. Ademas, para ambas
familias la presencia de sustituyentes metilo en la diimina aumenta la actividad
(disminuye la Clso) respecto al compuesto analogo sin sustituyentes, augnue no se
observé una correlacion entre los valores de Clso y E1s2.

Con base en los resultados observados en actividad biologica, los
compuestos mas activos ante la linea tumoral (menor Clso) son [Cu(4,7-dimetil-
fen)(Indo)]NOs, [Cu(5,6-dimetil-fen)(Indo)]NOs3 y [Cu(3,4,7,8-tetrametil-

fen)(Indo)]NOs, por lo que se postularon como los mejores candidatos para llevar a

cabo la encapsulacion en el nanogel. Estudios previos in vivo han mostrado que
compuestos analogos con fen dimetilada en las posiciones 4 y 7 presentan una
menor toxicidad, por lo que se decidié continuar el trabajo del compuesto [Cu(4,7-
dimetil-fen)(Indo)]NO:s.
6.4 Estudios de interaccién

La seleccion de los posibles mondmeros y polimeros que podrian conformar el
nanogel se llevo a cabo considerando las condiciones del microambiente tumoral

(temperatura superior a los 37 °C y pH disminuido hasta 5.0):
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% Acrilamida (Am), poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) y acrilonitrilo se
propusieron por su sensibilidad a temperatura (figura 58 a), b) y c)
respectivamente). [75]

% Quitosan (CS) se propuso por la sensibilidad a pH (figura 58 d). [117]

a) b) R, .
c

HsCOCHN
HO

o]

Figura 57. Estructura quimica de los monémeros y polimeros empleados
a) Am b) PNIPAAm c) Actrilonitrilo d) CS

Los espectros obtenidos para la Am muestran un aumento en la absorbancia
conforme se aumenta la concentracion de Am (figura 59 y grafica 5); es decir,
presenta un efecto hipercromico en todo el intervalo de concentraciones utilizadas.
El incremento en la absorbancia puede deberse al incremento en la concentracion
de Am, que se suma a la senal del compuesto de coordinacién o a la formacion de
una nueva especie Cas-Am con un coeficiente de absortividad mayor que el del
compuesto de coordinacién. Dado que el coeficiente de absortividad molar de la Am
es mucho mayor que el del compuesto de coordinacion, y que los valores de
AAbsorbancia varian muy poco entre si (entre 0.080 y 0.100), se propone la
formacion de la especie Cas-Am, en donde todos los posibles sitios de interaccion
se encuentran saturados. El intervalo de concentraciones que se emple6 fue muy
pequefio debido a la interferencia con la absorbancia propia de la Am sobre la banda

tomada como referencia.
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Figura 58. Espectros de absorcién en el UV. Cas, Am y la interaccion entre ambos.
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Grafica 5. AAbsorbancia vs concentracion de Am.
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El acrilonitrilo presenta un efecto hipocrémico; el cual se atribuye a la
formacion de una nueva especie con un coeficiente de absortividad menor (figura
60 y grafica 6). Es posible distinguir dos zonas, una entre 0 y 1.50 x103mmol L' en
la que hay un incremento del AAbsorbancia con el incremento de la concentracion
de acrilonitrilo y una segunda zona a partir de 7.96x10* mmol L' en la que, aunque
también se observa un efecto hipocromico, el AAbsorbancia no se ve influenciado
por el incremento en la concentracion de acrilonitrilo. La segunda zona se asocia a

la saturacién de los posibles sitios de interaccién entre la Cas y el acrilonitrilo.

—— Cas + Acrilonitrilo 1.00x10™ mol L

—— Cas + Acrilonitrilo 5.31x10° mol L™

——— Cas + Acrilonitrilo 2.82x10° mol L™

1.0 —— Cas =+ Acrilonitrilo 1.50x10° mol L
] Cas + Acrilonitrilo 7.96x10™* mol L™
0.9 —— Cas + Acrilonitrilo 4.23x10™* mol L
1N Cas + Acrilonitrilo 2.25x10™" mol L
0.8, —— Cas = Acrilonitrilo 1.19x10 mol L
—— Cas + Acrilonitrilo 6.34x10° mol L

RN GRARY e 5 E|

e 0.7 N Cas + Acrilonitrilo 3.37x10”° mol L
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Figura 59. Espectros de absorcién en el UV. Cas, acrilonitrilo y la interaccion entre

ambos.
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Grafica 6. AAbsorbancia vs concentracion de acrilonitrilo.
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La PNIPAAm presenta un comportamiento similar al de la Am; es decir, un
efecto hipercromico en todo el intervalo de concentraciones utilizadas (figura 61y
grafica 7). Nuevamente, el incremento en la absorbancia puede deberse al
incremento en la concentracion de PNIPAAm, cuya absorbancia se suma a la sefal
del compuesto de coordinaciéon o a la formacion de una nueva especie con un
coeficiente de absortividad mayor. El coeficiente de absortividad molar de la
PNIPAAmM es mucho mayor que el del compuesto de coordinacion y AAbsorbancia
varia muy poco (entre 0.077 y 0.099), se propone la formacién de la especie Cas-
PNIPAAmM, en donde todos los posibles sitios de interaccion se encuentran
saturados. El intervalo de concentraciones es pequefio debido a que
concentraciones mayores aumentarian la interferencia causada por la absorbancia
propia de la PNIPAAmM.

—— Cas + PNIPAAM 5.27x10" mol L

1.0 ) Cas + PNIPAAM 3.31x10* mol L

b Cas + PNIPAAM 2.08x10™* mol L
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1 Cas + PNIPAAm 3.24x10” mol L

0.7 4 \ ——— Cas + PNIPAAM 2.03x10™° mol L
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0.9
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Figura 60. Espectros de absorcidon en el UV. Cas, PNIPAAmM y la interaccién entre ambos.
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Grafica 7. AAbsorbancia vs concentracion de PNIPAAmM.

El CS mostré un efecto hipocromico en todo el intervalo de concentraciones
utilizadas, esto se atribuye a la formaciéon de una nueva especie con un coeficiente

de absortividad molar menor (figura 62 y grafica 8). En este caso se observa una

mayor variacion en el AAbsorbancia respecto a la modificacidon en la concentracién

de CS.
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Figura 61. Espectros de absorcién en el UV. Cas, CS y la interaccion entre ambos.
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Grafica 8. AAbsorbancia vs concentracion de CS.

También se estudio la influencia de la temperatura en el comportamiento de
la interaccion del compuesto de coordinacion con los mondémeros o polimeros;
observandose que la influencia de ésta solo es ligeramente observable para la
PNIPAAmM.

Dado que el CS y la PNIPAAm mostraron una buena interaccion con el

compuesto de coordinacion, y que ademas la interaccion de ésta ultima se ve
influenciada por la temperatura; ambos se seleccionaron como los polimeros
constitutivos del nanogel y se procedio con la sintesis de este.
6.5 Sintesis del nanogel #1

La reaccion se llevd a cabo con una proporcion molar de CS y PNIPAAmM
1:16. El gel se obtuvo en una dispersion turbia de color blanco.
6.6 Caracterizacion del nanogel #1
6.6.1 Tamano de particula

Se midié el tamano de particula en dispersiones en buffer a pH 5.0y 7.4, la

tabla 14 muestra los resultados obtenidos:
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Tabla 14. Tamarno de particula del nanogel obtenido en la sintesis 1
pH Temperatura (°C) Tamafio (nm)
7.4 25 643.44 + 49.26
37 378.00 + 31.18
5.0 25 559.13 + 48.38
37 281.87 £23.27

Se observa que hay un cambio de tamafo considerable de acuerdo con la
temperatura; sin embargo, la influencia del pH es mucho menor; esto se explica por
la proporcion de los polimeros. Al haber una mayor cantidad de PNIPAAmM que de
CS, el nanogel presenta el comportamiento LCST tipico de sistemas de PNIPAAm,
donde a temperaturas inferiores a la LCST hay un nanogel hinchado con

interacciones polimero-disolvente que predominan sobre las interacciones

polimero-polimero. El nanogel se encuentra en un estado hinchado a bajas

temperaturas, comportamiento no deseado para al sistema, por lo que se determind
que, para observar una influencia mayor del pH, se debia modificar la proporcion de
los polimeros.
6.7 Sintesis del nanogel #2

La reaccion se llevd a cabo con una proporcion molar de CS y PNIPAAmM
25:1. El gel se obtuvo en una dispersién transparente ligeramente turbia con un pH
acido (pH=6).
6.8 Caracterizacion del nanogel #2
6.8.1 Tamano de particula

Nuevamente, se midio el tamafo de particula en dispersiones en buffer a pH

5.0y 7.4, la tabla 15 muestra los resultados obtenidos:

Tabla 15. Tamarno de particula e indice de polidispersion del nanogel obtenido en
la sintesis 2

Temperatura (°C) Tamafio (nm)
25 108.92 + 12.85
37 100.89 + 8.33
25 690.27+ 7.10
37 654.13 + 32.07
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Se observa que hay un cambio de tamafio considerable de acuerdo con el
pH de la dispersion; mientras que la influencia de la temperatura es mucho menor,
tal y como se buscaba obtener. Lo anterior se debe a que a pH=5.0 se espera que
los grupos amino de las cadenas principales o laterales del CS se encuentren
protonadas, lo que genera repulsiones polimero-polimero que conllevan al
hinchamiento del nanogel.

6.8.2 Espectroscopia infrarroja del nanogel

Se obtuvieron los espectros de IR de los reactivos PNIPAAmM y CS, esto con

la finalidad de observar los modos vibracionales asociados a cada uno de los

polimeros. Posteriormente se obtuvo el espectro del nanogel sintetizado (figura 63).
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Figura 62. Espectro en el IR de la PNIPAAm, el CS y el nanogel sintetizado.
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La PNIPAAm presenta una banda en aproximadamente 3290 cm' asociada
al modo normal vibracional del enlace vNH de la amida secundaria, una banda de
baja intensidad en 2970 cm™' debida al modo normal vibracional del enlace vCHs3, la
banda en 1656 cm' correspondiente al modo normal vibracional del enlace vC=0 y
una banda en 1547 cm™' que se debe al modo normal vibracional del enlace vNH de
la amida. También se observa una banda en 1244 cm-' asociada al modo normal
vibracional del enlace vNC y una banda en 708 cm™' caracteristica del modo normal
vibracional 6Csp?-H.

Por su parte el CS muestra una banda en 3321 cm-' asociada al modo normal
vibracional del enlace vOH, una banda en 3289 cm! debida a los modos normales
vibracionales vNH de las aminas primarias y amidas secundarias presentes en la
estructura, en 2961 y 2874 cm™' se observan las bandas debidas a los modos
normales vibracionales de los enlaces vCH3y vCH2 respectivamente, en 1648 cm™’
la banda caracteristica del modo normal vibracional del enlace vC=0, la banda en
1063 cm™' debida a los modos normales vibracionales del anillo pirandsico y en
1028 cm' la banda debida al modo normal vibracional del enlace vCOC.

Se determind que el nanogel sintetizado se encontraba constituido por ambos
polimeros debido a que éste presenta una combinacion de los modos vibracionales
de ambos polimeros. [93]

Las siguientes bandas pueden ser asociadas a ambos polimeros: la banda
en 3261 cm™ debida a los modos normales vibracionales vNH de las aminas
primarias (CS) y amidas secundarias (CS y PNIPAAm), las dos bandas de baja
intensidad en 2972 y 2885 cm™' asociadas a los modos normales vibracionales de
los enlaces vCH3y vCH:2 respectivamente y la banda en 1648 cm-' caracteristica del
modo normal vibracional del enlace vC=0.

La presencia de la PNIPAAm se confirma por la banda en 1553 cm-', atribuida
a los modos normales vibracionales del enlace vNH de la amida secundaria, la
banda en 1261 cm™' asociada al modo normal vibracional del enlace vNC y la banda
en 649 cm-! caracteristica del modo normal vibracional 6Csp?-H; mientras que el CS

se confirma debido a las bandas en 1066 cm-' tipicas de los modos normales

vibracionales del anillo pirandsico y la banda en 1027 cm-' asignada al modo nomral

vibracional del enlace vCOC.
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Una vez confirmada la inclusidon de ambos polimeros en el nanogel, se

efectud el resto de la caracterizacion.

6.8.3 Potencial zeta

El potencial zeta es una funcion de la superficie cargada de una particula y
la doble capa (capa de Stern y capa difusa) que existe alrededor, posee signo
dependiente de la naturaleza anidnica o cationica de los iones presentes en la
superficie de cada particula y es un buen parametro para determinar la estabilidad
eléctrica de los sistemas nanométricos (figura 63). Segun el manual del Zetasizer,

se considera que un valor <-25 mV o >25 mV indica la presencia de sistemas

cargados y eléctricamente estables debido a las fuerzas de repulsion.

Doble capa eléctrica

Particula
con carga
positiva

Capa difusa

Potencial de superficie

Potencial (mV) Potencial de Stern

+——Potencial z

S~

Distancia respecto a
la superficie de la particula

Figura 63. Modelo descriptivo de potencial z.

Los resultados de potencial z obtenidos se muestran en la tabla 16:

Tabla 16. Resultados de potencial zeta

Temperatura (°C) Potencial Z (mV)
25 -6.81 £ 0.45
37 -5.81+1.90
25 22.97 £ 0.55
37 23.50+0.35
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Los valores de potencial z a pH=7.4 son pequefos y negativos, lo que
concuerda con la estructura esperada del nanogel en estas condiciones, donde se
espera que los grupos amina de las cadenas del CS se encuentren neutros. Por otro
lado, a pH=5.0 la protonacion de estos grupos amino genera una diferencia de
potencial positivo. [118]

El nanogel a pH=5.0 presenta una estabilidad eléctrica mayor que a pH=7.4.
Hay una ligera influencia de acuerdo con la temperatura de medicion, la cual se
debe a la presencia de la PNIPAAm.

6.8.4 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido permite observar una serie de
transiciones de fase en los materiales y la energia asociada a éstas. La literatura
reporta que la PNIPAAm presenta una transicion de fase a 32 °C y que ésta se ve
desplazada por la copolimerizacién con CS, por lo que se estudié el comportamiento
térmico del nanogel obtenido a las diferentes condiciones de pH y se compard con
la PNIPAAmM empleada como reactivo. EI CS no presenta transiciones de fase en el
intervalo de temperaturas empleadas, por lo que no se estudié su comportamiento
térmico.

En el grafico obtenido para PNIPAAm reactivo se observa un proceso de tipo
endotérmico en 28.07 °C, el cual unicamente se presenta en el primer ciclo y es
muy cercano al valor reportado en la literatura (grafica 9).

El nanogel a pH=5.0 presenta dos procesos de tipo endotérmico en 28.19 y
45.16 °C, el primero se asocia a la presencia de PNIPAAmM que no se encuentra
interaccionando con el CS y el segundo a PNIPAAm interaccionando con el CS; se
observa que éste ultimo también se presenta durante el segundo ciclo, pero
ligeramente desplazado a menor temperatura (41.01 °C). El nanogel a pH=7.4
presenta un solo proceso de tipo endotérmico en 49.76 °C, el cual nuevamente se
debe a PNIPAAm interaccionando con el CS y se presenta en el segundo ciclo a

menor temperatura (44.05 °C) (grafica 9).

La energia involucrada en la transicion de fase a pH=7.4 (-1.20 Wg) es

mucho mayor que para la transicién a pH=5.0 (-0.13 Wg"), lo cual indica que a
pH=7.4 la interaccién entre PNIPAAmM y CS es mayor. Este comportamiento se debe

a que en medio acido el nanogel se encuentra cargado, por lo que las cadenas
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poliméricas se encuentran alejadas, dando lugar a interacciones débiles; mientras

que a pH=7.4 el nanogel no esta cargado y se encuentra colapsado, lo que conlleva

0.5

28.07°C

- 0.07Wgtl
0.0 -\/‘//_"_’—\

10 \ N\ as16°C

28.19°C \-0.13wg!
= -1 |
154 ©01owg

-2.04

— PNIPAAmM

-2.5 1 —— Nanogel pH=5.0
) - Nanogel pH=7.4
- 49.76 °C

. L -1.63Wg?!

T T YT T T T I TTTl T Il I T rITrTrrrrrrrrrrrrri

LA |
25 30 35 40 45 50 55 60 55 50 45 40 35 30 25 30 35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)

-3.5

Grafica 9. Grafico de DSC de la PNIPAAm, el nanogel a pH=5.0 y el nanogel a
pH=7.4.

que las cadenas poliméricas interactuen fuertemente. [57, 76]
6.8.5 Microscopia electronica de barrido

Las microscopias obtenidas para el nanogel liofilizado, una dispersion del
nanogel a pH=5.0 y una dispersion del nanogel a pH=7.4 se muestran a
continuacion:

La micrografia del nanogel liofilizado muestra hebras de polimero que dan
lugar a la formacion de algunos pliegues u hojas en toda la supericie del material
(figura 64).
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- -
10mm IIM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 8.0mm

Figura 64. Micrografia del nanogel liofilizado.
La micrografia de la dispersién del nanogel a pH= 5.0 muestra estructuras
rémbicas con bordes rectos muy bien definidos, aparentemente huecos de tamanos

variados de entre 3 y 5 um (figura 65).

10pm IIM-UNMAM
10.0kV LEI SEM WD 7.9mm

Figura 65. Micrografia del nanogel en dispersién a pH=5.0.
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La micrografia de la dispersién del nanogel a pH=7.4 muestra la formacion
de laminas fusionadas muy delgadas; el acercamiento permite observar que éstas

estructuras poseen un espesor de 0.11 um y se encuentran separadas unas de

otras por aproximadamente 0.8 um (figura 66).

10pm  ITM-UNAM
Figura 66. Micrografia del n'a'nogelre'n dispersion a pH=7.4.

Para todos los casos es notable que los tamafios observados en miroscopia
son muy diferentes a los obtenidos por dispersion dinamica de luz; sin embargo,
esto puede atribuirse a que se llevaron a cabo después del proceso de liofilizado, lo
que pudo haber modificado considerablemente la morfologia. Por otro lado, en
muestras no rigidas como lo son los hidrogeles hay una gran influencia del método
de preparacion de la muestra para microscopia en la morfologia observada, por lo
que es posible que al llevar a cabo el secado de la muestra se haya modificado la
estructura original. Diferentes estudios han sugerido la formacién de emulsiones

para estabilizar las estructuras sensibles de los nanogeles. [92, 119]

6.9 Curvas de calibracién
Considerando la ecuacion de la linea recta a pH=5.0, se obtuvo un intercepto
b = 0.0320401 y una pendiente m = 49508.9 con un coeficiente de correlacion

0.998845. La ecuacion del modelo ajustado es:

Absorbancia = 0.0320401 + 49508.9 * Concentracion (mol L)
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Por otro lado, a pH=7.4 se obtuvo un intercepto b = 0.0825014 y una
pendiente m = 34440.9 con un coeficiente de correlacion 0.99871. La ecuacion del
modelo ajustado es:

Absorbancia = 0.0825014 + 34440.9 * Concentracion (mol L)

6.10 Encapsulacion del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3

La encapsulacion se realizd en las condiciones a las que el nanogel se
encuentra hinchado; es decir, baja temperatura (20°C) y pH acido (5.0). Reportes
en la literatura informan que bajo estas condiciones puede haber una mayor

absorcién de farmaco. Posteriormente se cerré con un incremento de pH a 7.4.

6.11 Separacion del compuesto cargado en el nanogel y del compuesto libre
A continuacion, se discuten los resultados obtenidos en cada uno de los
meétodos:
a) Centrifugacion # 1
Los espectros de absorcion en el UV mostraban un cambio en la linea base,
por lo que se determind que no habia una separacion efectiva con este método. Una
probable explicacion a esto es que dado que los nanogeles son muy pequefos y
tienen una masa pequena, la fuerza centrifuga empleada (2598 rcf) no fue suficiente
para sedimentarlos. Se decidié incrementar la fuerza.
b) Centrifugacion #2
Los espectros de absorcion en el UV obtenidos despues del incremento en
la fuerza centrifuga (19 098 rcf) nuevamente mostraban un cambio en la linea base,
por lo que la centrifugacion continuaba siendo un método de separacion ineficiente.
c) Filtracion #1
Los espectros de absorcion en el UV no mostraban un cambio en la linea
base ni modificaciones en la forma del espectro, por lo que habia una separacion
efectiva con este método; sin embargo, no era posible recuperar el nanogel cargado
con el compuesto para posteriormente llevar a cabo los experimentos de liberacion.
d) Membrana de didlisis
Los espectros de absorciéon en el UV muestran un incremento en la
concentracion externa con respecto el tiempo. Se observa que a los 120 minutos la

concentracion exterior de compuesto es de 8.79 x10® mol L' y a los 240 la

concentracion es 8.88 x10° mol L'; es decir, hay un incremento unicamente del
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1.01%. Con base en la concentracion inicial de compuesto colocada en el interior

de la bolsa de dialisis y la dilucién (9.4 x10-° mol L"), el 93.51 % atraviesa membrana

a los 120 minutos (figura 67).

0.6

—— 005 minutos
—— 010 minutos
030 minutos
—— 060 minutos
120 minutos
—— 240 minutos

Absorbancia

T T T —— |
300 350
Longitud de onda (nm)
Figura 67. Espectros electronicos de absorcion en el ultravioleta (225-400 nm) en
buffer HOAc/NaOAc a pH=5.0 y T=25 °C.

Una vez corroborado que la cantidad de compuesto que se adheria a la
membrana no era muy grande, se procedio a llevar a cabo la separacion del
compuesto cargado en el nanogel y del compuesto libre. La bolsa de dialisis no
resultd ser un buen método debido a que el nanogel se adheria a la membrana de
dialisis, impidiendo el paso del compuesto libre e imposibilitando la cuantificacion
certera de éste.

e) Filtracion #2

Los espectros de absorcion en el UV no mostraban un cambio en la linea
base, por lo que habia una separacion efectiva, aunado a esto, el sistema nanogel
cargado con farmaco no permanecia adherido a la superficie del filtro una vez que
se colocaba en disolucion; por lo que se monté el siguiente sistema (figura 68):
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Compuesto libre

% Encapsulacion

Cuantificacion

Nanogel + Compuesto I l (
\\1/ Vacio
Agua Agua
Figura 68. Esquema del sistema de separacion.

Del lado izquierdo se agrega la dispersion en la que se llevo a cabo la
encapsulacion, se aplica vacio para promover el paso unicamente del compuesto
libre a través del filtro hacia la celda derecha. Una vez separados, se procede a
cuantificar la cantidad de compuesto libre y a partir de éste dato se calcula el % de

encapsulacion.

En cada uno de los 6 sistemas que se montaron (tres para pH=5.0 y tres para

pH= 7.4) se logré encapsular en promedio 0.9899 + 0.201mg de compuesto por

cada 20 mg de nanogel. Con base en la cantidad inicial de compuesto agregado se
obtuvo un porentaje de encapsulacién del 69.47 + 1.41 %. El resumen de los
resultados obtenidos se muestra en la tabla 17:

Tabla 17. Resumen de resultados de encapsulacion

C de compuesto  C de compuesto mg compuesto/
Sistema mg de nanogel 9
Inicial (mg/mL) libre(mg/mL) mg de nanogel

20.2 1.425 0.4437 0.0486

19.9 1.425 0.4537 0.0488

19.9 1.425 0.4143 0.0508

20.0 1.425 0.4150 0.0505

19.8 1.425 0.4601 0.0487

19.8 1.425 0.4236 0.0503
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6.12 Liberaciéon del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3

Una vez llevada a cabo la separacion del compuesto libre, se procedio a
dispersar el nanogel cargado con compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs3,
agregando el buffer requerido en la celda izquierda, como se muestra en la figura

69 y se tomaron muestras a los tiempos correspondientes.

Agua Agua
Volumen conocido de
buffer

HOAC/NaOAC

pH=5
H,NaP0,/HNaPO, Filtro
pH=7.4 » % Liberaciéon

Figura 69. Esquema del sistema de liberacion.

A continuacion se muestra la grafica de porcentaje de compuesto liberado

con respecto al tiempo a las diferentes condiciones de pH (grafica 10).
100 4
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0] ;/H

70 f ir_rf—ffi/
] §//
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20 +

10

0-I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Grafica 10. Porcentaje de compuesto liberado (%) vs tiempo (h).
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Se observa que la liberacidén del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs se
ve fuertemente influenciada por las condiciones de pH; llevandose a cabo a una
mayor velocidad en pH=5, similar al que se encuentra en el microambiente tumoral.
Lo anterior se explica debido a que a pH=5.0 los grupos amina del CS se protonan,
generando repulsiones entre las cadenas polimericas, lo que conlleva al
hinchamiento del nanogel y a la liberacion del farmaco con una mayor velocidad.

En ambos casos se presenta una liberacion rapida durante las primeras 6
horas (efecto burst). La posible causa del efecto burst en este sistema es que el
compuesto que se encuentra interaccionando con la superficie del nanogel se

desprende rapidamente, mientras que el que se encuentra embebido entre las

cadenas poliméricas, tarda un mayor tiempo en ser liberdo. Con el paso del tiempo

la liberacion se vuelve lenta en ambos casos.

Posteriormente se llevd a cabo el ajuste de las cinéticas de liberacion con
diferentes modélos: orden cero, primer orden, Higuchi, Korsmeyer-Peppas y
Peppas-Sahlin a las dos condiciones de pH. [120]

a) Cinética de liberacién a pH=5.0

A continuacion, se muestran las graficas obtenidas para cada uno de los

modelos simulados (graficas 11-15).

Orden cero, pH=5.0 Primer orden, pH=5.0

z

=

)

=]
"

80

60 |

Porcentaje liberado (%)
Porcentaje liberado (%)

40 4
e Observado 1 e Observado

20 4

—— Calculado —— Calculado

0

0 1 2 3 4 5 6 3 4 5 6
Tiempo (h) Tiempo (h)

Grafica 11. Ajuste de liberacion. Grafica 12. Ajuste de liberacion.

Orden cero, pH=5.0. Primer orden, pH=5.0.
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Higuchi, pH=5.0 Korsmeyer-Peppas, pH=5.0
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Grafica 14. Ajuste de liberacion. Grafica 13. Ajuste de liberacion.

Higuchi, pH=5.0. Korsmeyer-Peppas, pH=5.0

Peppas-Sahlin, pH=5.0
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Grafica 15. Ajuste de liberacion.
Peppas-Sahlin, pH=5.0.
La tabla 18 muestra los parametros estadisticos asociados a cada uno de los
modelos simulados a pH=5.0.
Tabla 18. Parametros estadisticos obtenidos al ajustar la cinética de liberacién a

diferentes modelos a pH=5.0

Modelo Parametros RSQR MSC SS AlC
Orden cero ko -5.8255 22062 @ 9399.3439 66.0360
Primer orden ki 0.7793 1.2266 303.9544 42.0066
Higuchi k1 -0.2823 -0.5331 1766.3925 54.3246
Korsmeyer-Peppas 0.8511 1.3486 205.4604 41.1528
Peppas-Sahlin 0.9877 4.2028 17.2097 21.1737
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Se observa que, a pH=5.0 el modelo Peppas-Sahlin es el que presenta el

mejor ajuste al obtener el mayor coeficiente de correlacion (RSQR) con un valor de

0.9877, la mayor suma de cuadrados (MSC) con un valor de 4.2028, la menor

desviacién estandar (SS) con un valor de 17.2097 y el menor criterio de Akaike (AIC)
con un valor de 21.1737.

b) Cinética de liberacién a pH=7.4
A continuacion, se muestran las graficas obtenidas para cada uno de los
modelos (graficas 16-20).

Orden cero, pH=7.4 Primer orden, pH=7.4
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Grafica 19. Ajuste de liberacion. Gréfica 17. Ajuste de liberacion.

Orden cero, pH=7 4. Primer orden, pH=7 4.

Higuchi, pH=7.4 Korsmeyer-Peppas, pH=7.4
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Gréfica 18. Ajuste de liberacion. Grafica 16. Ajuste de liberacion.

Higuchi, pH=7 4. Korsmeyer-Peppas, pH=7.4.
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Peppas-Sahlin, pH=7.4
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Grafica 20. Ajuste de liberacion.
Peppas-Sahlin, pH=7 4.
La tabla 19 muestra los parametros estadisticos asociados a cada uno de los
modelos simulados.
Tabla 19. Parametros estadisticos obtenidos al ajustar la cinética de liberacion a

diferentes modelos a pH=7.4

Modelo Parametros RSQR MSC SS AIC
Orden cero ko -0-9731 -0.9642 2431.0070 56.5426
Primer orden ki1 0-5315 0.4737 574.8930 46.4773
Higuchi ki1 0.8119 1.3932 232.7521 40.0409
Korsmeyer-Peppas ki, n 0.9257 2.0515 92.1557 35.4327
Peppas-Sahlin k1, k2 0.9807 3.3030 23.6731 26.6724

Nuevamente, se observa que el modelo de Peppas-Sahlin es el que presenta
el mejor ajuste al obtener el mayor coeficiente de correlacion (RSQR) con un valor
de 0.9807, una de las dos mayores sumas de cuadrados (MSC) con 3.3030, la
menor desviacion estandar con un valor de 23. 6731 y uno de los dos menores
criterios de Akaike (AIC) con un valor de 26.6724.

El modelo de Peppas-Sahlin [121] permite una aproximacién dada por la
contribucion de dos mecanismos, uno de difusién y otro de relajacién, considerando
que ambos procesos son aditivos. La cinética de liberacidn puede ser descrita por
la siguiente ecuacion:

M tm 4 1gpeem
M 1 2

o)
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Donde M¢/M- es la fraccion de farmaco liberado, ki y k2 son constantes
cinéticas con unidades t™ y m es el coeficiente de difusion de Fick y se encuentra
relacionado con la forma geométrica del sistema. El primer término describe la
difusion de tipo Fick, la cual es la difusion pasiva debida al gradiente de
concentraciones que hay entre el nanogel y el medio; el segundo término es la
contribucion de la relajacion de las cadenas poliméricas (Caso-ll). La tabla 20
muestra las constantes cinéticas obtenidas para cada pH. [120, 122]

Tabla 20. Parametros del modelo de Peppas-Sahlin para la cinética de liberacion

k1 k2 m
pH=5.0 82.402 + 0.942 -18.350 + 0.382 0.522 + 0.010

PH=7.4 40.907 £ 1.815 -6.397 £ 0.408 0.665 + 0.024

En ambas condiciones se observa que el valor de ki>>kz, indicando que la

difusion de Fick es el mecanismo que predomina la liberacién del farmaco y que el

valor de k2 es negativo, lo que sugiere que liberacion del compuesto debida a la
relajacion de las cadenas poliméricas es practicamente inexistente. El valor de m
indica una geometria de tipo esférica. [122]

Dado que, en ambas condiciones, el segundo mejor ajuste se obtuvo para el
modelo de Korsmeyer-Peppas, a continuacién, se muestra la tabla con las
constantes obtenidas con dicho modelo (tabla 21):

Tabla 21. Parametros del modelo Korsmeyer-Peppas para la cinética de liberacion

k1 n
pH=5.0 65.849 + 0.652 0.223 + 0.005

pH=7.4 36.120 + 1.642 0.365 + 0.008

El modelo de Korsmeyer-Peppas permite una aproximaciéon dada por la
contribucion de mas de un mecanismo y es frecuentemente utilizado en formas de
administracion poliméricas. La cinética de liberacion puede ser descrita por la
siguiente ecuacion:

M; _ n
T kit

co
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Nuevamente, M/M- es la fraccién de farmaco liberado, k1 es la constante
cinética y n es el coeficiente que indica el mecanismo de liberacion. Valores de n
menor a 0.5 indican difusién de Fick como mecanismo de liberacion.

Los resultados obtenidos en la simulacién de los modelos concuerdan con
los reportes encontrados en la literatura para este tipo de sistemas, ya que diversos

autores mencionan que los hidrogeles generalmente ajustan bien a estos modelos

y que, ademas, la difusién de Fick es el mecanismo de liberacion predominante para

compuestos que son solubles en agua. [123]
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7. Resumen de resultados

La incorporacién de indometacina en compuestos de coordinacion de cobre
con diiminas aromaticas 1,10-fenantrolina o 2,2’-bipiridina permite la obtencion de
compuestos con estructura general [Cu(N-N)(Indo)]NOs.

El uso de diversas técnicas permitio la caracterizacién de los compuestos,
observandose que todos presentan un centro metalico de cobre en estado de
oxidacion 2* con una geometria piramide de base cuadrada ligeramente
distorsionada Cav.

Los compuestos sintetizados se obtuvieron con buena pureza de acuerdo
con el analisis elemental obtenido, el cual coincide con el calculado con un
porcentaje de error menor al 5 %.

El atomo de Cu(ll) presenta una esfera de coordinacion en el plano xy de tipo
CuN202, por lo que se encuentra unido covalentemente a dos atomos de nitrégeno
donados por la unién bidentada del ligante diimina aromatico y a dos atomos de
oxigeno donados por la unién bidentada de la indometacina.

La posicidn axial a lo largo del eje z se encuentra ocupada por moléculas de

disolvente. Esta disminucion en la interaccién a lo largo del eje z conlleva a la

estabilizacion de los orbitales dxz, dyz y d2? y, por tanto, cuando hay una disminucion

de simetria para pasar de un campo octaédrico On a uno de piramide de base
cuadrada Cav, estos rompen la degeneracién y bajan en energia. El centro metalico
presenta entonces un estado basal 'B.

El anién nitrato esta fuera de la esfera de coordinacién, por lo que en
disolucién los compuestos se comportan como electrolitos 1:1.

La descomposicion de los compuestos se observa a temperaturas superiores
alos 143 °C.

Los compuestos absorben energia en la region del UV, lo que conlleva a
transiciones de alta energia de tipo m— ©* en los ligantes diimina y a procesos de
transferencia de carga metal-ligante MLCT en valores de longitud de onda de 230,
280, y 300 nm respectivamente. En la regidén del visible, la absorcion conlleva a
transiciones de menor energia en el atomo de Cu: ?B1—2E, ?B1—2B2 y 2B1—2A1,

aunque solo se observan dos de ellas en 640y 760 nm.
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En el estudio electroquimico de los compuestos se observan procesos
asociados a la presencia de los ligantes diimina, de la indometacina y del centro
metalico; sin embargo, sélo se llevdo a cabo el estudio detallado del proceso
Cu(Il)/Cu(l), ya que es el involucrado en el mecanismo de accién propuesto. En
disolucion de DMSO, todos los compuestos de coordinacion estabilizan Cu(ll) y
Cu(l); aunque el AE indica un comportamiento cuasi-reversible, con transferencia
electronica lenta y procesos no controlados por la difusion de las especies a la
superficie del electrodo.

En general, los E12 vs ENH muestran que los compuestos son capaces de
reaccionar con reductores enddgenos para pasar a un estado reducido con el centro
metalico en estado de oxidacion 1*. La especie de Cu(l) posee la capacidad de
generar ERO a través de la reducciéon de oxigeno molecular, perdxido de hidrégeno
y radical superoéxido.

La actividad antiproliferativa de los compuestos frente a la linea celular de
cancer cervicouterino (HelLa) muestra una disminucién de la proliferacion celular
con dependencia de la concentracion. Los valores de concentracion inhibitoria
media (Clso) se encuentran en un intervalo entre 0.67 y 25.2 uM, por lo que, en
general son mas activos que el cis-platino, farmaco de referencia. Es importante
destacar que aquellos compuestos que incorporan en su estructura a las diiminas
fen son mas activas que los compuestos con bipy y en ambas familias, la presencia
de sustituyentes metilo en los anillos aromaticos incrementa la actividad.

El compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs se seleccion6 como farmaco
modelo para llevar a cabo el disefio de un nanogel sensible a los estimulos de

temperatura incrementada y pH acido. El estudio de la interacciéon por

espectroscopia de absorcién en el ultravioleta del compuesto [Cu(4,7-dimetil-

fen)(Indo)]NO3s con mondmeros o polimeros sensibles a temperatura como Am,
acrilonitrilo y PNIPAAm, y sensibles a pH como el CS, mostré que los polimeros
PNIPAAm y CS presentan una buena interaccionan con el compuesto de
coordinaciéon en todo el intervalo de concentraciones utilizadas. Dado que
unicamente la PNIPAAmM mostré una influencia de la temperatura en la interaccion
con el compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3, ambos polimeros fueron

seleccionados como materias primas para la sintesis del nanogel.
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El nanogel se sintetizé via la copolimerizacidn de la PNIPAAm y el CS. La
caracterizacion muestra que el nanogel se encuentra conformado por ambos
polimeros y sufre un proceso de hinchamiento al ser sometido a condiciones de pH
acidas, al incrementar su tamano de aproximadamente 100 nm en pH=7.4 a 670 nm
en pH=5.0.

El nanogel es estable eléctricamente en medio acido , muestra transiciones
de fase muy similares a las reportadas en la literatura para la PNIPAAmM.

La encapsulacién del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO3s en las
condiciones en las que éste se encuentra hinchado (pH acido y baja temperatura),
resultdé en un porcentaje de encapsulacion del 6947 = 141 %, con
aproximadamente 0.0496 + 0.0010 mg de compuesto por cada mg de nanogel.

La liberacién del compuesto por parte del nanogel en diferentes condiciones
de pH (buffer HAOAc/NaOAc a pH= 5.0 y buffer HoNaPO4/HNa2PO4 a pH=7.4)
muestra un incremento en la velocidad de liberacidén del compuesto [Cu(4,7-dimetil-
fen)(Indo)]NOs en condiciones acidas, lo cual se debe a que en éstas condiciones
el nanogel se hincha y permite la liberacion del compuesto.

La cinética de liberacion se ajusto a diversos modelos que podrian explicar

el comportamiento del nanogel; el mejor ajuste para ambas condiciones se obtuvo

con el modelo de Peppas-Sahlin, por lo que la liberacién involucra la difusion pasiva
debida al gradiente de concentraciones entre el interior del nanogel y la disolucion
y la relajacion de las cadenas poliméricas.

Al mostrar el comportamiento deseado, el sistema podria ser util para la

liberacion del compuesto en el microambiente tumoral.
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8. Conclusiones

Se lograron sintetizar y caracterizar siete nuevos compuestos de
coordinacion con estructura general [Cu(N-N)(Indo)]NOs..

El centro metalico posee una geometria piramide de base cuadrada
distorsionada con un nucleo tipo CuN202 y la posicidn axial ocupada por una
molécula de disolvente.

La presencia de metilos en diferentes posiciones de las diiminas aromaticas
conlleva a la modificacién de la distribucion de la densidad electronica en el centro
metalico, lo cual genera diferencias en las propiedades de cada uno de los
compuestos.

La incorporacion de indometacina en la esfera de coordinacién del cobre
permitié obtener compuestos con mejor actividad antitumoral frente a la linea celular
HelLa que el farmaco de referencia cis-plaino.

El nanogel sintetizado muestra un hinchamiento dependiente de los
estimulos de temperatura y el pH; aunque la proporcion superior de CS respecto a
PNIPAAm conlleva a una mayor influencia del pH.

El compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]INOs se logré encapsular en el
nanogel a pH=5.0 y 20 °C con una eficiencia del 69.47 + 1.41 %.

La liberacién del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs presenta un
efecto burst y se ve influenciada por el pH de la dispersion, llevandose a cabo con
mayor velocidad a pH=5.0.

La cinética de liberacién presenta un buen ajuste respecto al modelo de

Peppas-Sahlin, por presenta la contribucion de dos mecanismos: la difusion del

farmaco y la relajacién de las cadenas poliméricas.
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8. Perspectivas

Determinar el % de inhibicion de COX-2 como indicador de la actividad
antiinflamatoria de cada uno de los compuestos de coordinacion.

Determinar la Clso en lineas celulares humanas sanas.

Determinar la Clso en lineas celulares humanas del nanogel cargado y no
cargado con el compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs.

Determinar la Clso en COX-2 del nanogel cargado y no cargado con el
compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs3

Optimizar las caracteristicas fisicoquimicas del nanogel para la liberacion del
compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs.
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Anexo 1. Espectroscopia de infrarrojo
Espectro de infrarrojo del compuesto [Cu(fen)(Indo)]NOs
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Espectro de infrarrojo del compuesto [Cu(5,6-difmetil-fen)(Indo)]NOs
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Espectro de infrarrojo del compuesto [Cu(bipy)(Indo)]NOs3
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Espectro de infrarrojo del compuesto [Cu(5,5’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs3
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Anexo 2. Espectros electronicos de absorcién en el UV-Vis

Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis
de fen y el compuesto [Cu(fen)(Indo)]NOs3
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Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis

de 4,7-dimetil-fen y del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs3
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Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis

de 5,6-difmetil-fen y del compuesto [Cu(5,6-difmetil-fen)(Indo)]NO3
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Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis

de 3,4,7,8-tetrametil-fen y del compuesto [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]NOs3
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Absorbancia

Absorbancia

Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis

de bipy y del compuesto [Cu(bipy)(Indo)]NO3
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Absorbancia

Absorbancia

Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis

del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs
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Absorbancia

Absorbancia

Espectros electronicos de absorcion en el UV-Vis
de 5,5’-dimetil-bipy y del compuesto [Cu(5,5’-dimetil-bipy)(Indo)]NO3
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Espectros electronicos de absorcion en el UV de la indometacina
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Anexo 3. Espectros de resonancia paramagnética electréonica

Espectros de resonancia paramagnética electrénica del compuesto

[Cu(fen)(Indo)]NOs3

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.
] 100 -
1000 +

Intensidad

3(|)0
Campo (mT)

Campo (mT)

Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L-' en MeOH a 77 K.
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Espectros de resonancia paramagnética electrénica
del compuesto [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NOs

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.
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4 T i T . T
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5(IJO 2|50 I 2'|I5 I 3(|)0 I 3|25 I 3%0
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Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L' en MeOH a 77 K.
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Espectros de resonancia paramagnética electrénica
del compuesto [Cu(5,6-difmetil-fen)(Indo)]NOs

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.
1000 ~

Intensidad

360
Campo (mT)

360
Campo (mT)

Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L-' en MeOH a 77 K.

Filsaams:1 706081 1n TITLE:Anisotopic sizalaion
DATE:20170520 13:39 COMMENT: Anistropic simulton

1
342450[mT]
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Espectros de resonancia paramagnética electrénica
del compuesto [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]NOs3

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.
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200 300 400 275 300 325 350
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Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L-' en MeOH a 77 K.

Filoamame:1 10608120 TITLE-Anisomopic sinsslagon

DATE:20170620 1425 COMMENT. Auistropic simubiica
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Espectros de resonancia paramagnética electrénica

del compuesto [Cu(bipy)(Indo)]NOs3

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.

Intensidad

T T T 1
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Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L-' en MeOH a 77 K.

Fileoume:1 706081 3u TITLE Anisotopic silagon

DATE20170620 1703 COMMENT: Anistropic simulifica
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Espectros de resonancia paramagnética electrénica
del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs3

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.

1000 o
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Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L' en MeOH a 77 K.
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Espectros de resonancia paramagnética electrénica

del compuesto [Cu(5,5’-dimetil-bipy)(Indo)]NOs

Estado solito, temperatura ambiente y disolucién 3 mmol L' en MeOH a 77 K.

Intensidad

T T
300 2}5 360
Campo (mT)

Campo (mT)

Espectro experimental y simulado en disolucion 3 mmol L-' en MeOH a 77 K.

Filsauamse:1 706081 Tu
DATE20170621 1520

TITLE Anisotropic sizsslition
COMMENT:Anistropic simuistion

1758372

1
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1 1
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Corriente (MA)

Anexo 4. Voltamperogramas

Voltamperogramas del compuesto [Cu(fen)(Indo)]NOs
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Voltamperogramas del compuesto [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fen)(Indo)]NOs3

12 4
10
8
64
44
2
04
2]
4
6
-8 -
-10 4
124
14 ]
-16 4
18 4

—— 0010 mV/s
—— 0050 mV/s
—— 0100 mV/s
— 0250 mV/s

0500 mV/s
— 0750 mV/s

1000 mV/s

-1.5

10 ' 05 ' 00
Potencial (V) vs Fc'/Fc

Corriente (nA)

—— 0010 mV/s
—— 0050 mV/s
—— 0100 mV/s
— 0250 mV/s

0500 mV/s
—— 0750 mV/s
1000 mV/s

10 I 05 I 00
Potencial (V) vs Fc¢'/Fc

Voltamperogramas del compuesto [Cu(bipy)(Indo)]NO3

=

—— 0010 mV/s
—— 0050 mV/s
—— 0100 mV/s
—— 0250 mV/s

0500 mV/s
—— 0750 mV/s

05 ' 0.0
Potencial (V) vs F¢'/Fc

1000 mV/s

Corriente (nA)

10+
8
6
4]
2]
0]
2]
4]
64
-8
-104
121
147
-164

-18

y——

—— 0010 mV/s
—— 0050 mV/s
—— 0100 mV/s
—— 0250 mV/s

0500 mV/s
—— 0750 mV/s

1000 mV/s

T T T
05 0.0
Potencial (V) vs F¢'/Fc

Voltamperogramas del compuesto [Cu(4,4’-dimetil-bipy)(Indo)]NO3

—

/
—— 0010 mV/s

—— 0050 mV/s
—— 0100 mV/s
—— 0250 mV/s
0500 mV/s
—— 0750 mV/s
1000 mV/s

L
o
1

Corriente (uA)

154

104

w
1

— 0010 mV/s
—— 0050 mV/s
—— 0100 mV/s
—— 0250 mV/s

0500 mV/s
—— 0750 mV/s

1000 mV/s

05
Potencial (V) vs Fc'/Fc

10 ' 05 ' 0.0
Potencial (V) vs Fc'/Fc

Pagina | 169




Corriente (nA)

Voltamperogramas del compuesto [Cu(5,5-dimetil-bipy)(Indo)]NO3
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Anexo 5. Graficas de actividad antiproliferativa
[Cu(fen)(Indo)]NO; [Cu(4,7-dimetil-fen)(Indo)]NO,
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Anexo 6. Datos de porcentaje de encapsulacion

Porcentaje de encapsulacién pH=5.0
Desviacion
Estandar

0.5 45.06 41.77 48.53 45.12 3.38

1 55.56 59.28 64.89 59.91 4.69
1.5 74.20 67.87 72.57 71.54 3.29
2 77.68 75.37 80.51 77.85 2.57
2.5 80.68 79.76 83.22 81.22 1.79
3 82.80 81.79 89.24 84.61 4.04
6 85.34 83.70 90.99 86.68 3.82
9 87.16 85.76 94.98 89.30 4.97
24 89.02 88.74 94.97 90.91 3.52
27 90.51 89.90 96.57 92.32 3.69
31 91.20 90.52 96.57 92.76 3.31

55 91.85 91.27 98.12 93.75 3.80
Porcentaje de encapsulacion pH=7.4

Tiempo (h) Sistema A  SistemaB @ Sistema C Promedio

Tiempo (h) Sistema D @ Sistema E = Sistema F Promedio Desviaciéon
Estandar
0.5 20.60 22.90 23.76 22.42 1.63

1 31.31 35.57 35.97 34.28 2.58
1.5 38.27 41.61 39.91 39.93 1.67
2 43.45 47.59 43.96 45.00 2.26
2.5 45.91 55.68 56.71 52.77 5.96
3 55.30 59.17 58.75 57.74 2.12
6 61.18 65.04 64.40 63.54 2.07
9 66.06 69.97 69.41 68.48 2.12
24 69.46 73.24 72.67 71.79 2.04
27 71.62 74.81 75.16 73.86 1.95
31 73.34 76.73 75.16 75.07 1.70
55 74.37 77.61 75.55 75.84 1.64
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