UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIOS DE INTERACCION ENTRE COMPLEJOS DE CU(ll) Y BISFOSFONATOS
EN AGUA. SINTESIS, CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA/ESTRUCTURAL Y
PRUEBAS BIOLOGICAS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QuimICO

PRESENTA

Miguel Angel Romero Solano

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Armando Marin Becerra
VOCAL: Profesor: Carlos Cosio Castaneda
SECRETARIO: Profesor: Alejandro Dorazco Gonzalez
ler. SUPLENTE: Profesor: Victor Guzman Barrera

2° SUPLENTE: Profesora: Sandra Tobon Cornejo

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE QUIMICA INORGANICA 3 DEL INSTITUTO DE QUIMICA,
UNAM. CIRCUITO EXTERIOR, CIUDAD UNIVERSITARIA, ALCALDIA COYOACAN
C.P. 04510, CDMX.

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Alejandro Dorazco Gonzdlez

SUPERVISOR TECNICO:

Dr. Julio Zamora Moreno

SUSTENTANTE :

Miguel Angel Romero Solano



Agradecimientos.

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacién Tecnoldgica, proyecto
PAPIIT-UNAM IN220023.

Al proyecto CONAHCyT-PRONACES clave 160671 "Mejoramiento de las estrategias de
tratamiento contra enfermedades producidas por parasitos cinetoplastidos con
importancia médica (Enfermedad de Chagas y Leishmaniasis): uso de nanoparticulas
cargadas con drogas novedosas Yy oligonucleétidos anti sentido y el estudio de los
mecanismos de muerte celular provocados por estos.” por el financiamiento

proporcionado y por la beca con clave de registro IQUI073/23.

A la Dra. Bertha Espinoza, Dra. Eya Caridad Rodriguez Pupo y M. en C. Ignacio Martinez
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, por su apoyo en el cultivo de
Trypanosoma cruzi asi como los ensayos de actividad antiparasitaria de los compuestos
NaRis y CulA/IB-Ris.

A los miembros del cuerpo técnico-académico del Instituto de Quimica por toda la ayuda

proporcionada en sus respectivas areas:
M. en C. Maria Teresa Obdulia Ramirez del Laboratorio de Pruebas Bioldgicas.

M. en C. Lucia del Carmen Marquez, Q. Eréndira Garcia Rios y M. en C. Lucero Rios

Ruiz del Laboratorio de Cromatografia de Gases y Liquidos.

Dra. Adriana Romo Pérez del Laboratorio de Espectroscopia y Polarimetria.

M. en C. Virginia Gomez Vidales del Laboratorio de Resonancia Paramagnética
Electronica.

Dr. Diego Martinez Otero del Laboratorio de Difraccion de Rayos X
(CCIQS-UAEM/UNAM).

A mi asesor, el Dr. Alejandro Dorazco Gonzalez, por todo el apoyo dado a lo largo del

tramo final de mis estudios de licenciatura.



Contenido.

AABREVIATURAS ...eeeueeneecesresereansasesssssssesseesesssssssssssessessesasssasosssessessesass nsosssss sesseeaes snssssssssessessessns sasssessnes
IMOLECULAS SINTETIZADAS EN ESTE TRABAJO .ccuetvereerenrareaneeneenesessnesessessesssnsssesseaseasessessesseses sesessessesssnee

1. INTRODUCCION ..ceiecreueeiseneseensnsnsssssnnssonsnsssnsnsass sesns sensns sosssssns sonsns sensns aesses ans sossns sensns asssssans sonsasanssnsns s
2. ANTECEDENTES .eieeeteecessnsenssesssssesanesosssssnsasssss sonsnsass ses sassss sssses sessss sasans ses sss snsass ses ssn st aasses sensns sasans sensns
2.1 DIMENSION HISTORICA Y DIMENSION ETIOLOGICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS ......
2.2 PANORAMA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO ..ccvccereeeneerseerscnscsennessensscnsesennennes
2.3 PRINCIPALES RETOS EN LA QUIMIOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO DE CHAGAS ....c.cooverrienes
2.4 COMPLEJOS METALICOS CONTENIENDO LIGANTES BIOACTIVOS ....cccurerererenessseasssasesanesssenssanes
2.5 COMPLEJOS METALICOS CON LIGANTES INTERCALADORES DE ADN .......cocveereveereecveaneecnens
2.6 DISENO DE POTENCIALES METALOFARMACOS EN ESTE TRABAJO...ceuueersssenresrnseeessnnsersensneanes

2.6.1 SELECCION DE LOS LIGANTES BIOACTIVOS ..cereeurereneessearesasesanesssensssasesasesssenssssnns

2.6.2 SELECCION DEL CENTRO METALICO .uueereeueereeernceecssneesseesssnecssncesnsessnesssasssnneeses

2.6.3 SELECCION DE LIGANTES AUXILIARES Y CONTRAION ....ueeeerveneereenreerssencessaseesseeses
3. HIPOTESIS .uuvueeceeeeesseanecaseesseessensesasesssessssasssns senses sseasssnsaenses sseassns aenses sseans s asnses sseansons aessns srenssasnses
4. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES ...ceeteetestessessosssessnsssssnsssssssssssssnssssossassasssssssesssssssnsssssenss

5. PARTE EXPERIMENTAL .. uvueeteesnsesssssnnssonsasssssnsassssssns sonsesssssnsass sssses sonses sossnsans sreses sonsns sossssans ssnsnssssasssses
5.1 REACTIVOS E INSTRUMENTOS ..cuuturtuetueeansaneanesnssnsenssessossessossss sonsssssssssssssssssssssssssnssnssnsessnsons
5.2 SINTESIS DE PRECURSORES ...ceeueesernresnsessanssonnssnssssans ssssssnssesans sesssssns sosans sasassses senansssanssansses
5.3 CARACTERIZACION DE LOS PRECURSORES ..ceeeeereeraeesseersassessanesssssssnssssssssenssssnssnssssans sesnsssnns
5.4 TITULACIONES UV-VIS DE LOS PRECURSORES CON RISY ZOL ..cuetueieerueraraeransaneameensensensssnesees
5.5 ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD .ucuveteusesrossasansssssessonsnssssssssns sonsessssssssss sossns sonsnsssssasass sossns ssssnsase
5.6 ESTUDIOS EN T. CRUZI wccveeveereunressossaressssssssnsnsssssnssssssssssssnsnsssssnsssssssasssossesssnsnsssssnssssssssssass
6. RESULTADOS ..cuueueeuueneenntsnnontestansansanssnesnssnssnssossos sos ses ses sesssssss ssssss sss sss sas sse sas s0s s0s 0t a0s 000 00 a0 a0 ansassans

6.1 DISCUSION DE LA CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA Y ESTRUCTURAL ..cueereeerenrenneneennsens
6.2 TITULACIONES UV-VIS iiitiininiiiisiinsnenenanesosssssnsass s senssssns sos sssoss sasans sossss sasans aes sensnsssnsns s sen
6.3 CARACTERIZACION COMPUESTOS TERNARIOS ..ceecveeerueessensssnsessanssssnsssnssssssssssnssnssssssssnsessnen
6.4 CITOTOXICIDAD ..cuvteressennessssesesssnsnsessssssssnsesssssnsassssssss sonsnssossnsans sssns sonsns sossssesasssnsassssesesssnss
6.5 PRUEBAS EN T. CRUZI ucceeeivecsennsnneiesosssennnesssssssnsassssssssssssssses sosssssassns sosssssnssssss sensnssssass sesssnss
7. CONCLUSIONES .eieieserunessssesesssnsassssssnsssssesassnssss sssses sons ssnsns sosonsans sssses sessns sososesns sensns sossnsss ssssnsasssssans sases
8. REFERENCIAS .ucuvterecsennessssesesssssanessssssssssesssssssass sssses sonsns sessss ns sn e sesans aes ssesas sensns sessne ans s o ns snssseans senssnses
AINEXOS aeiueieienieeneenssnssnsiossosssssosssssnssssosssssnssessnsons st ossassass ssssnssns sessns ses ses ses sosssssssssssssssnsssss



Abreviaturas.

4,4’-dmbp
5,5-dmbp
ADN
Ale
bzn
CENAPRECE
DUzP
DRX
EC
MS-ESI
FPPS
Iba
IR-ATR
LIT
HCT-15
FGH
U251
K562
MCF-7
PC-3
SKLU-1
COSs-7
nfx
OMS
Pam
Pyr
PyroP
PCR
RPE
Ris
NaRis
PBS
Fe-SOD

DFT/QTAIM

TR
T. cruzi
Zol

4,4’-dimetil-2,2-bipiridina
5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina
Acido desoxirribonucleico

Alendronato (derivado de acido alendroénico)

Benznidazol
Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades
Diagrama Unificado de Zonas de Predominio
Difraccion de Rayos X de monocristal

Enfermedad de Chagas

Siglas en inglés para Espectrometria de Masas-lonizacion por Electrospray

Farnesil Pirofosfato Sintasa
Ibandronato (derivado de acido ibandrénico)

Siglas en inglés para Infrarrojo-Reflectancia Total Atenuada
Siglas en inglés para Infusion de higado y triptosa
Linea celular de coldn (cancerosa)

Linea celular de Fibroblastos Gingivales Humanos (no cancerosa)
Linea celular de glia de sistema nervioso central (cancerosa)
Linea celular de leucemia
Linea celular de mama (cancerosa)

Linea celular de préstata (cancerosa)

Linea celular de pulmén (cancerosa)

Linea celular de rifion de mono (no cancerosa)
Nifurtimox
Organizacion Mundial de la Salud
Pamidronato (derivado de acido pamidrénico)
Piridina
Pirofosfato dibasico
Siglas en inglés para Reaccién en cadena de polimerasa
Resonancia Paramagnética de Electron
Risedronato (derivado de acido risedrénico)
Risedronato Sodio hemipentahidratado
Siglas en inglés para Solucion salina con Buffer de Fosfatos
Superdéxido Dismutasa de Hierro
Siglas en inglés para Teoria cuantica de atomos en moléculas/Teoria de
Funcionales de Densidad
Tripanotionina Reductasa
Trypanosoma cruzi
Zoledronato (derivado de acido zoledrénico)



Resumen.

En este trabajo, se sintetizaron en buenos rendimientos dos isbmeros derivados complejos de
Cu(ll) con féormula general [Cuz(X1-2-dmbp).Cls] (X1-dmbp= 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, CulA y X2-
dmbp= 5,5-dimetil-2,2’-bipiridina, CulB), se caracterizaron estructuralmente por difracciéon de
rayos-X de monocristal y se verific6 su identidad molecular por diferentes técnicas
espectroscopicas (IR-ATR, UV-Vis, RPE) y espectrometria de Masas. Los estudios cristalograficos
muestran que CulA tiene una estructura dimerica monohidratada [Cux(X1-dmbp),Cls].H,O y CulB
es un complejo monuclear [Cu(X2-dmbp)Cl;] donde existen contactos del tipo Cu...Cl entre dos
complejos adyacentes que generan cadenas 1D en su arreglo cristalino. Estos complejos son
hidroestables y solubles en agua en concentraciones mM, por lo tanto se usaron como precursores
para la formacién de complejos ternarios con dos farmacos comerciales derivados de bisfosfonatos
Ris y Zol.

Los estudio de interaccion entre los complejos de Cu(ll) y los farmacos a través de titulaciones de
UV-Vis en agua neutra (pH = 7) muestran que la sal disddica del farmaco Ris tiene mayor afinidad
por CulA y CulB comparada con la sal disédica de Zol. Las constantes de asociacién para los
sistema CulA-Ris y CulB-Ris fueron estimada en K= 4.10x10° M' y K;,= 3.82x10° M™"
respectivamente.

El complejo CulA-Ris fue sintetizado, descrito estructuralmente por difraccion de rayos-X y
caracterizado por técnicas espectroscopicas/Masas. El analisis cristalografico revela que CulA-Ris
es un complejo tetranuclear con férmula general [Cus(X1-dmbp)(HRis),] con cuatro atomos de
Cu(ll) cristalograficamente independientes y con los anillos de piridina protonados. Los dos grupos
bisfosfonato se coordinan en forma de puente a los fragmentos de [Cu(X1-dmbp)] a través de los
atomos de oxigeno terminales.

Respecto a los estudios de citotoxicidad en células sanas se encontré que a 10 mM los cuatro
complejos ternarios inhiben el crecimiento celular en la linea COS-7 al 100%. En la linea FGH los
complejos CulA-Ris y CulA-Zol presentan toxicidad ligeramente menores pero significativas (87%
y 84% respectivamente). A concentraciones menores (1 mM) la toxicidad de los complejos
disminuye significativamente, los complejos CulA-Ris y CulB-Ris inhiben FGH y COS-7 a
porcentajes comparables con el farmaco libre (CulA-Ris: 14% FGH, 11% COS-7; CulB-Ris: 12%
FGH, 14% COS-7 comparados con Ris: 14% FGH, 11% COS-7).

Se estudiaron los complejos ternarios en seis lineas cancerosas y en COS-7 a una concentracion
de 5mM y se encontré que los cuatro complejos presentan mucha mayor actividad anti tumoral que
los farmacos libres, a esta concentracion CulA-Ris presenta la menor toxicidad a COS-7 y una alta
actividad contra las lineas U251, MCF-7 y SKLU-1 (100%, 100% y 93% respectivamente).

En los estudios antiparasitarios contra T. cruzi cepa Querétaro se evaluaron (a tres
concentraciones 0.5, 1 y 5 mM, durante 24, 48 y 72 horas) los compuestos CulA-Ris y CulB-Ris y
se encontré que ambos compuestos presentan actividad mayor que Ris libre a las 24 y 48 horas
(con el mayor efecto a las 48 horas para las tres concentraciones) y que a las 72h de exposicién el
efecto se mantiene a las concentraciones de 1 mM y 5 mM.

Se demuestra que complejos metalicos de Cu(ll) conteniendo ligantes aromaticos neutros del tipo
bipiridina metiladas y farmacos comerciales derivados de bifsosfonatos pueden ser Utiles para el
desarrollo de nuevos metalofarmacos.
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1. Introduccion.

La enfermedad de Chagas (EC) fue descubierta por el Dr. Carlos Chagas en 1909".
Esta zoonosis, considerada por la OMS como una enfermedad tropical desatendida,
es causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi) el cual pertenece a la familia
Trypanosomatidae, dentro de esta familia se encuentran otros parasitos causantes de
enfermedades relacionadas al Chagas, como la Enfermedad del Suefio y la

Leishmaniasis.?

A pesar de ser considerada una “enfermedad tropical”, la extension presencial de la
EC incluye zonas de la parte sur de Estados Unidos y partes de Europa. La
enfermedad de Chagas consiste en una fase aguda y una fase croénica, la fase aguda
es generalmente asintomatica y cuando se presentan sintomas estos involucran
fiebres y perturbaciones de la piel (inflamacion del sitio de inoculacién, signo de
Romana, etc.) mientras que en la forma grave de la fase aguda se presentan
cardiopatias y meningoencefalitis. En la forma crénica se presentan afecciones

cardiacas y gastrointestinales.?

El vector principal de la EC es la subfamilia de insectos Triatominae, conocidos
popularmente como chinches besuconas en México y como vinchucas en Argentina,
Bolivia, Chile y Uruguay. La ruta de propagacion de la zoonosis a partir de estos
insectos sucede cuando uno de estos insectos infectados se alimenta de un huésped
humano y posteriormente defecan cerca de la zona de alimentacion, lo que permite al
parasito introducirse en el torrente sanguineo, iniciAndose el proceso de parasitacion
del huésped humano. Posteriormente, los parasitos se reproducen en el cuerpo
humano e infestan tejidos, el ciclo se completa cuando una chinche sana se alimenta
de un huésped humano infestado e ingiere los parasitos, reiniciandose el ciclo de vida
del parasito. Otras formas menos comunes, pero importantes, en zonas no endémicas
de transmisién incluyen las transfusiones de agentes hematicos contaminados, la

transmisién congénita y la ingestion de comida y bebida contaminadas.®



Actualmente solo hay disponibles dos farmacos comerciales para tratar la EC: el
benznidazol (bzn) y nifurtimox (nfx), ver Figura 1.1. Estas sustancias solo tienen
efectividad en la fase asintomatica y en la fase aguda de la enfermedad y presentan
efectos secundarios adversos como desordenes gastrointestinales, dolores

musculares, desordenes de la médula 6sea, entre otros.>*

(0]
Benznidazol Nifurtimox
Ci2H12N403 C10H13N305S

Figura 1.1. Moléculas actualmente utilizadascomo farmacos para tratar la
enfermedad de Chagas.

Dentro del campo de investigacion asociado al desarrollo de nuevas moléculas con
actividad contra el Trypanosoma cruzi se ha encontrado que dos enzimas presentes
en el parasito pueden ser blancos para el desarrollo de moléculas tripanomicidas, la
tripanotionina reductasa y la superoxido dismutasa de hierro, TR y Fe-SOD
respectivamente.’> También se ha identificado a la enzima farnesil pirofosfato sintasa

(FPPS) como un objetivo potencial.®”

A pesar de la efectividad que han demostrado algunos compuestos de coordinacion
de Pt(Il), Pd(ll) y Ru(lll) con ligantes derivados de nitrofuranos y bzn informados en la
literatura®> ®°, la investigacion enfocada en la sintesis quimica, y la actividad
antiparasitaria de los metalofarmacos derivados de bzn y nfx con metales (Zn(ll),

Cu(ll), Fe(ll), Mg(ll), Ca(ll)) permanecen en gran medida inexploradas.

Por otro lado, existen reportes de compuestos de coordinacién con otros ligantes que
presentan actividad antichagasica.? #'" Algunos ejemplos se muestran en la Figura
1.2: los compuestos 1 y 2 son complejos de coordinacion mononucleares neutros
derivados de Pt(ll) y Pd(ll) con ligantes bidentados basados en 2-nitrofurano vy
tiosemicarbazonas? que tienen actividad tripanomicida. Los complejos de Ru con
benznidazol coordinado de manera monodentada, 3 y 4 tienen actividad tripanomicida

mayor al farmaco libre.®®



HaN,. T \NHy
HoN~RU=NH;

3 4

Figura 1.2. Compuestos de Pd(ll) y Pt(, 1 y 2, con ligantes derivados de tiosemicarbazonas que
contienen un sustituyente 5-nitrofuril. Los compuestos de coordinaciéon 3 y 4 contienen un centro
metalico de Ru(ll) y bzn como ligante, el compuesto 4 contiene un ligante NO..

Otras moléculas con actividad antichagasica son mostradas en la Figura 1.3 y
corresponden a alopurinol'**® (isémero de la purina hipoxantina) y diversos
bisfosfonatos.®” ' Los bisfosfonatos tienen conectividad P-C-P son analogos del
pirofosfato (con conectividad P-O-P). Tanto los bisfosfonatos con actividad
antichagasica (e.g. alendronato, ibandronato, zoledronato y risedronato) como el
alopurinol son moléculas que ya fungen como principios activos para tratar distintas
afecciones, el primero se utiliza para tratar la enfermedad metabdlica conocida como
gota mientras que los bisfosfonatos se utilizan para tratar osteoporosis, entre otras

afecciones relacionadas a los huesos.

0
~OH | Ho= ”‘OH
7 NH W OH N o
. NN ,OH
N J HoN

3 HO HO Py
N7 N Ho” o Ho” o
5 6 7
0 HO_ O
HO_ i, 0oH \_OH
OH N OH
N//\\)N/\%‘OH m OH
Z I\ W
Ho 'O N HO"
8 9

Figura 1.3. Alopurinol 5 y Acidos alendrénico 6, ibandrénico 7, zoledrénico 8 y risedrénico 9 (como principios
activos los bisfosfonatos se encuentran como la sal monosédica, 6 y 7 son farmacos de 22 generacion
mientras aue 8 v 9 son de 32 aeneracion).
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2. Antecedentes.

2.1 Dimension histérica y dimension etiologica de la enfermedad

de Chagas.

El vector principal y el agente causante (T. cruzi.) han coexistido con los humanos
durante milenios. Se han encontrado restos humanos Chinchorros (civilizacién que
habitaba la region costera del desierto de Atacama) con una antigiedad de ~9000
anos en los que se han encontrado evidencias de infeccién por T. cruzi.'® También se
tienen registros que identifican cuadros sintomaticos asociados a la EC durante los
siglos XVIl y XIX."

En el contexto de un proyecto anti malaria Carlos Chagas descubrié (1907 en Minas
Gerais, Brasil) el parasito T. cruzi al inspeccionar los desechos de un triatbmino vy
posteriormente describid las manifestaciones clinicas de la EC y aisl6 el parasito de
pacientes clinicos.'® El escepticismo al que se vio sometido el descubrimiento de C.
Chagas dificulté en un inicio su atencion, fue hasta las décadas de los 30s y 40s que

S. Mazza y Cecilio Romaria dieron confirmacion a lo ya reportado por Chagas.'®"

Ademas, varios paradigmas inmunoldgicos y patolégicos se encontraban en desarrollo
de forma paralela al descubrimiento y descripciéon de la EC." Esto contribuyo a la
subestimacién de su gravedad e impacto mundial. Dentro del periodo moderno de
1990-2019 se han realizado investigaciones y estudios que permitieron entender

mejor el cuadro clinico asociado a la EC, algunos ejemplos incluyen:

e El descubrimiento de material genético de T. cruzi en los corazones de

pacientes con miocarditis crénica causada por EC."®

e La utilizacion de bzn como tratamiento en pacientes que se encuentran en la

fase indeterminada de la EC previene el desarrollo de miocardiopatia.®

e Estudio que mediante PCR en modelos murinos demuestra que existe relaciéon
en la presencia de parasitos en tejidos y la presencia de dafios en los mismos

tejidos.?
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En el paradigma antiguo se pensaba que la mayoria de los dafos ocasionados por la
EC se debian a causas auto inmunes y que el tratamiento etiolégico no era una ruta
viable para abordar la EC. Los ejemplos anteriores, entre otros', cambiaron dicho

paradigma, reactivando la investigacion quimioterapeutica contra T. cruzi.

Actualmente, la OMS estima que hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas
globalmente*' y que la enfermedad tiene una presencia endémica en 21 paises
latinoamericanos.?? Un mapa de la distribucion de la enfermedad se muestra en la

Figura 2.1.

4
<900 900-89,999 &
o Sin datos
Q oficiales

90,000-899,999  =900,000

Figura 2.1. Mapa de la distribucién global de personas afectadas por la EC, los datos son del afio 2018,
corresponden a cifras estimadas oficiales y fueron tomados de la referencia 21.

Ademas de la ruta de contagio a través de los vectores triatdminos, existen otras rutas
de contagio importantes que han contribuido a la propagacion de la EC fuera de las
zonas endémicas. Las rutas de transmisidon congénita y de transmision por transfusion
sanguinea se mencionan como componentes mayoritarios en la expansion de la EC a

zonas no endémicas.> 7224

Respecto a la ruta que involucra trasplante de 6rganos donados infectados con T.

cruzi hacia pacientes receptores sanos, se reportd en Brasil en 1981?°un trasplante de
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rindbn contaminado con su resultante infeccion al receptor y en 2001 los primeros
casos se reportaron en los Estados Unidos.?® Recientemente (en el afio 2017) se
realizd6 un estudio cuyas conclusiones sugieren que T. cruzi también puede ser
transmitido por la via sexual.?” La ruta oral no presenta tanto riesgo en el contexto de
las zonas no endémicas pero es importante en términos de los contagios que se dan

en las zonas donde el vector es endémico.?®?°

La EC se manifiesta en dos fases: la fase aguda y la fase cronica, el periodo
asintomatico inicial de la fase crénica se identifica como la forma indeterminada. En la
fase aguda, la cual sucede después de un periodo de incubacién de 1 a 2 semanas,
los niveles de parasitos en la sangre son altos y se pueden presentar sintomas como
fiebre, dolor muscular, dolores de pecho y abdomen y si el sitio de entrada de los
parasitos es el tejido del ojo se presenta el signo de Romafa. La fase aguda tiene una

duracion de 4 a 12 semanas.®

Si no se trata la parasitemia en la fase aguda, se progresa a la fase crénica la cual se
caracteriza por estar compuesta en un principio por la forma indeterminada de la EC y
posteriormente por el desarrollo de sintomas cardiacos y gastrointestinales. Los
sintomas cardiacos pueden incluir aneurisma ventricular, arritmia, falla cardiaca y
muerte subita. Los sintomas digestivos pueden incluir desordenes de la motilidad, la
absorcion y secrecion. También se pueden llegar a desarrollar megacolon,
megaesofago y cardiomegalia, ya que en la fase cronica la presencia de parasitos en
la sangre es minima y estos se encuentran de forma persistente en los tejidos

cardiacos y digestivos, lo que contribuye al desarrollo de estas afecciones.® 3°

El componente principal en la transmision del agente etiolégico de la EC en las zonas
endémicas son los insectos hemipteros hematéfagos pertenecientes a la subfamilia
Triatominae (familia Reduviidae), se tienen identificadas mas de 130 especies y todas
tienen potencialidad de ser vectores de T. cruzi. Cinco especies, Figura 2.2, se
consideran como los principales vectores: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus,

Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis y Panstrongylus megistus.?'*?
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Rhodnius prolixus Triatoma dimidiata

Triatoma infestans Panstrongylus megistus

-

Triatoma brasiliensis

Figura 2.2. Las cinco especies que son los vectores principales de
transmision de T. cruzi.

El agente etioldégico tiene una diversidad genética grande lo que contribuye a la
variabilidad que se observa respecto a su distribucion en el mundo, patologia inducida
y respuesta frente a la quimioterapia.®® Actualmente se tiene clasificado al T. cruzi

dentro de seis linajes genéticos (I-VI1).**

El organismo presenta cuatro formas: epimastigotes (em), tripomastigotes
metaciclicos (tm), amastigotes (am) y tripomastigotes sanguineos (ts) en su ciclo de
vida como se muestra en el Esquema 2.1*%, dos de estas formas se encuentran en el

vector y dos de ellas en el huésped humano.

Cuando un vector infectado se alimenta, este excreta el parasito en su forma tm, los
cuales pueden (en forma activa o a través de accion mecanica humana) ingresar al
huésped, posteriormente la forma tm es fagocitada y a través de la liberacion de
sustancias propias del parasito, este es liberado al citoplasma en donde se transforma
a la forma am, la forma am se multiplica y, 12 horas antes de la lisis celular, la forma
am se transforma en la forma ts (esta forma puede penetrar otras células del cuerpo,
especialmente células nerviosas, cardiacas, musculares y esqueletales), una vez que

sucede la ruptura de la célula la forma ts se libera al torrente sanguineo.
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Esquema 2.1. Diagrama generalizado del ciclo de vida de T. cruzi en el vector y en el ser
humano.

Al ser picado un huésped infectado por un vector sano, el vector ingiere la forma ts y
esta se transforma primero en epimastigotes y finalmente en la forma tm,

completando el ciclo.*

2.2 Panorama de la enfermedad de Chagas en México.

Los primeros casos oficialmente reconocidos los reportd el Dr. Luis Mazzoti en

Oaxaca en el afio 1940.%

En México se han encontrado al menos 31 especies de triatbminos y su extension
abarca dos tercios del territorio nacional. En 2015 se identificaron los vectores
Triatoma longipenis, Triatoma pallidipenis y Triatoma dimidiata como vectores
principales.®® Las especies intradomiciliarias son Triatoma barberiy Triatoma dimidiata
mientras que hay 11 especies peridomiciliarias identificadas.*® Rhodnius prolixus (uno
de los vectores principales) se consideraba erradicado sin embargo un articulo

reciente reporta su resurgimiento en Oaxaca.*’

Como puntualizan Ramsey y colaboradores*!, hay una notorio intervalo temporal

desde la publicacion en 1992 de la primera encuesta nacional epidemioldgica de
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seroprevalencia de T. cruzi*® (la cual arrojé una cifra del 1.5% de seroprevalencia)
hasta la inclusion en el afio 2010 de la enfermedad de Chagas en la Norma Oficial
Mexicana, NOM-032-SSA2-2010, relacionada a la vigilancia epidemioldgica de
enfermedades transmitidas por vectores y la inclusion de la obligatoriedad del
realizado de pruebas para detectar T. cruzi en todos los productos sanguineos y sus
componentes en la norma NOM-253-SSA1-2012. La version anterior publicada en
1993 solo establecia como criterio de exclusion a personas con antecedente de
diagnostico de EC vy realizacion de pruebas solo para productos sanguineos

provenientes de zonas endémicas.**

La capacitacién a los médicos es aun insuficiente (especialmente en las comunidades
rurales) respecto al diagnostico de la enfermedad asi como respecto a los
procedimientos necesarios para la prescripcion del tratamiento antiparasitario se
cuenta, en general, con infraestructura insuficiente para realizar pruebas

diagnosticas.*®

Recientemente ha habido una mayor atencién por parte del Estado mexicano sobre la
politica publica frente a la EC, en el 2013 se publicé el Programa de Accion Especifico
(PAE) Chagas 2013-2018 cuyo marco de trabajo se centré en el control de la
transmisién vectorial (a través de acciones de control triatdmino) y la eliminacién de la

transmisidn congénita y de la transmisidn via transfusiones sanguineas.*®

A partir del afio 2019 la Secretaria de Salud tomé la decision de unir los PAEs para
cada vector en uno solo, el “PAE Programa de prevencion y control de enfermedades
transmitidas por vectores e intoxicacion por veneno de artrépodos 2020-2024” bajo la
argumentacion de que la estructuracion individual fomentaba esquemas piramidales y
la desatencion de unos programas sobre otros, e.g. el PAE dedicado al dengue vy al
paludismo contaban con recursos en suficiencia mientras el resto de enfermedades

transmitidas por vector contaban con recursos limitados.**

Fuentes oficiales estiman que el numero de personas afectadas por la EC en el pais
asciende a los 1.1 millones®" * % sin embargo, los autores de un meta andlisis
estiman una seroprevalencia del 3.38% lo que corresponde a una cifra de ~4.1 millon

de casos de EC.*®
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En México el tratamiento quimioterapéutico no se encuentra ampliamente disponible.
El acceso al bzn/nfx se encuentra en funcion de que las unidades de salud
involucradas en el diagnostico de un caso de EC agudo o crénico generen un reporte
dentro de un periodo de 7 dias para que el tratamiento se solicite al Departamento de
Vectores de cada Secretaria de Salud estatal que a su vez lo tienen que solicitar al
CENAPRECE federal.*® Adicionalmente, el benznidazol no se encuentra incluido en el
cuadro basico de medicamentos del Sector Salud, cabe mencionar que la empresa
argentina Laboratorios Elea contaba con un registro sanitario aprobado en el afio
2017 para comercializar benznidazol en el pais, este registro vencié el 31 de julio del
2022.%1

Adicionalmente, Ramsay et al*' han identificado otras fuentes de subestimacion de
casos de EC por lo que es posible que la cifra real de personas afectadas por la EC
en el pais sea mayor. La Figura 2.3 muestra la incidencia de casos diagnosticados de

EC cronica y aguda en México para el periodo de los afios 2017-2019.%°

10

L. o J Ag: Aguascalientes
(a) Chagas cronico o %.~) C: Ciudad de México
¢ Col : Colima

A Guan: G juats
Hida : Hidalgo

léx : México
Mo : Morelos
Qué : Querétaro
Tl : Tlaxcala
Ver: Veracruz de Ignacio de la Llave

1.8

1.6
14

(b) Chagas agudo

Figura 2.3. Mapas que muestran la incidencia de casos diagnosticados de EC (a) crénico y (b)
agudo en México en el periodo de 2017 a 2019. La tasa de incidencia para ambos casos es por
cada 100,000 habitantes.
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2.3 Principales retos en la quimioterapia en el tratamiento de

Chagas.

Los dos tratamientos disponibles para tratar la EC son lejanos de ser tratamientos
ideales, el bzn se empezo6 a utilizar en 1971 como tratamiento para la EC mientras
que el nfx se ha utilizado desde 1969. El nfx muestra mayor toxicidad que el bzn sin
embargo debido a la falta de opciones se sigue utilizando como tratamiento de
segunda linea cuando falla el tratamiento con bzn o cuando no hay disponibilidad de

bzn.

La eficacia del tratamiento con ambos farmacos se encuentra en funcién del tiempo a
partir del momento de infeccion con T. cruzi y decrece dramaticamente cuando la fase
cronica de la enfermedad se encuentra establecida.®® En el caso del bzn el porcentaje
de cura se encuentra entre el 60-94% para nifios no mayores a los trece afios y entre
el 2-40% para adultos con enfermedad crénica desarrollada, mientras que para el nfx
el procentaje de cura alcanza hasta el 86% para infantes menores a los catorce afos

y 7-8% para adultos.*

Se han llevado a cabo estudios clinicos utilizando la estrategia de modificacion de
dosis y de duracién de tratamiento, también se han explorado la utilizacion de
combinaciones de otros farmacos reposicionados y bzn/nfx (BENEFIT,
CHAGASAZOL, STOP CHAGAS) sin embargo no han mostrado efectividad superior

al bzn %253

Adicionalmente, el organismo T. cruzi presenta susceptibilidad variada hacia los
agentes terapeuticos en funcion de las cepas involucradas y el parasito infecta los
diferentes tejidos del organismo humano de forma especifica a la cepa responsable

de la infeccién.5®

2.4 Complejos metalicos conteniendo ligantes bioactivos.

Se han reportado varios compuestos de coordinacion y organometalicos disefiados

como posibles metalofarmacos contra la enfermedad de Chagas. A continuacién, se
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mencionan compuestos cuyos disefios se centran en la utilizacion de ligantes con

actividad inhibitoria sobre algun mecanismo molecular del organismo T. cruzi.

El grupo de Roberto Sanchez Delgado se ha centrado en el desarrollo de complejos
de Ru(ll), Ru(lll), Au(l), Cu(ll) y los ligantes Clotrimazol (CTZ) y Ketoconazol (KTZ)."*
% Estos ligantes (CTZ y KTZ) son inhibidores de la biosintesis de esteroles,
particularmente del ergoesterol, el cual es un compuesto que se encuentra presente
en las membranas celulares de organismos tripanosomatidos y es analogo al
colesterol que se encuentra en células de mamiferos.®® *® La Figura 2.4 muestra la

estructura quimica de estos compuestos.

Otros objetivos han sido la enzima escualeno sintasa, la cual funge un papel
importante en la biosintesis de ergoesterol y la enzima cruzipaina, la cual es la
proteasa cisteina principal presente en T. cruzi. El grupo de Maria Chao reportaron la
sintesis® de 8 moléculas que contienen el fragmento Se-CN, analogas al compuesto
llamado WC-9, el cual inhibe la accién de la escualeno sintasa. Leite report6®® una
serie de complejos de Ru(ll) con aril oxotiazolil hidrazonas (ATZ) que se han
demostrado que presentan actividad inhibitoria sobre la cruzipaina. La Figura 2.5

muestra la estructura quimica de estos compuestos.

0
S99, ~
= . o).
S ool

CTZ KTZ
c1z

/Ru\
| Serz [Cu(KTZ)Cl], 2H,0

[Cu(CTZ)4ICl> 2H,0 [Au(PPh3)(KTZ)]PFg H,0

[Au(PPh3)(CTZ)]PFg

Figura 2.4. Complejos de coordinacion de Ru(ll), Au(l) y Cu(ll) con clotrimazol (CTZ) y
ketoconazol (KTZ) como ligantes.
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Otra serie de complejos metalicos con actividad biolégica contra T. cruzi son

compuestos de Pt(ll), Pd(ll), Au(l) y VO(IV) con el ligante N-6xido de mercaptopiridina

(Figura 2.6). Estos compuestos inhiben la enzima NADH-fumarato reductasa, que se

encuentra en T. cruzi.

59-62

En esta linea, se han sintetizado moléculas cuyo mecanismo de accion es a través de

la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Algunos ejemplos incluyen los

complejos con tiosemicarbazonas y los complejos de Ru(lll) mencionados en la Figura

1.2. Otros ejemplos incluyen compuestos de vanadilo con quinoxalinas® y derivados

de ferroceno y rutenoceno complejados a ligantes imina susituidas con nitrofurilo.®%

OO

WC-9

1 @\O/Q\OA\/SE‘C”
o]
2)
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"X

(A)
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—-CHN
0/\\/590'

3) Ry=R;=H, R3=3-fluorofenoxi
4) Ry=R;=H, Rj=4-fluorofenoxi
5) Ry=R=H, R =2-fluorofenoxi
6) Ry=R3=H, R;=3-fluorofenoxi
7) Ry=R3=H, R =4-fluorofenoxi

8) Ry=R;=H, R,=4-fluorofenoxi

Ry
%N
n |

R \n[l/ \gﬁnz
ATZ

1)R=H, R =H, Rz=H, n=1
2)R=H, Ry=H, Rz=CyH, n=1
3)R=H, R,=H, Ry=H, n=2
4)R=H, Ry=CHg, Ry=CHa, n=1
5)R=CHj, R,=H, R,=CHj, n=1
8)R=CHy, R;=H, R,=H, n=1
7)R=CI, R,=H, R,=H, n=1

8)R=Br, R,=H, R;=H, n=1

(B)

Figura 2.5. (A) Seleno compuestos inhibidores de la escualeno sintasa derivados del ligante
WC-9. (B) Serie de compuestos de Ru(ll) con el ligante inhibidor de la cruzipaina ATZ.

Bruno Demoro et al han sintetizado y evaluado en T. cruzi compuestos con los

bisfosfonatos risedronato, alendronato, pamidronato e ibandronato, en la seccion 2.6.1

se profundiza sobre estos compuestos.
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Figura 2.6. Compuestos inhibidores de la NADH-fumarato reductasa constituidos de centros de
Pd(Il), Pt(ll), VO(IV) y Au(l) y el ligante bioactivo N-6xido de mercaptopiridina (MPO).

2.5 Complejos metalicos con ligantes intercaladores de ADN.

Otra estrategia utilizada involucra el uso de ligantes intercaladores de ADN y metales
d® con afinidad hacia ADN, como Pt(Il) o Pd(Il). La Figura 2.7-A muestra una serie de
compuestos con Pt(ll) con terpiridinas sustituidas desarrollados por Lowe® vy
compuestos constituidos por un nucleo de VO(IV), bases de schiff y ligantes

polipiridinicos (Figura 2.7-B) estudiados contra T. cruzi.*
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21)R=NMeNH,
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Figura 2.7. (A) Tres generaciones de complejos Pt(ll)-Terpy. (B) Compuestos polipiridinicos con
potencial intercalador de ADN.
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2.6 Disefio de potenciales metalofarmacos en este trabajo.

El disefio de compuestos metalofarmacos se puede racionalizar a través de tres ejes:

1

El uso de ligantes que han mostrado actividad bioldgica tripanomicida donde la
coordinacién a iones metalicos pueden modular sus propiedades fisico-
quimicas y biolégicas. En el caso de Ris y Zol, su solubilidad limitada en
medios acuosos (~12mg/mL y ~6mg/mL, respectivamente) y su practicamente
nula solubilidad en disolventes organicos motiva la coordinacién para mejorar
la solubilidad del farmaco y potencialmente aumentar su biodisponibilidad y su

actividad tripanomicida inherente.

El uso de centros metalicos aumenta la actividad de los ligantes bioactivos per
se, adicionalmente, los centros metalicos pueden interactuar con enzimas,
nucleobases u otras biomoléculas.® El uso del ién Cu(ll) puede modular las
propiedades de los farmacos Ris y Zol aumentando su solubilidad vy
biodisponibilidad, asi como acceder a mecanismos de accion tripanomicidas

mediados por la accion del centro metalico con biomoléculas.

El uso de ligantes intercaladores capaces de interactuar con el material
genético de los organismos objetivo. Se ha decidido utilizar dos derivados
metilados de una molécula intercaladora ya estudiada, la 2,2’-bipiridina (bipy,
Figura 2.7-B), e incorporar este ligante de manera simultanea al centro
metalico junto el ligante bioactivo, esto para obtener una especie quimica

polifuncional.

Considerando estos ejes se ha decidido estudiar las constantes de asociacion (ver

seccion 3) entre los precursores sintetizados (CulA y CulB, ver seccion 4 y 5) y los

farmacos seleccionados (Ris y Zol), utilizando ligantes bioactivos y ligantes con

potencial intercalador. A continuacion se describe seleccién de ligantes, centro

metalico y contraion.
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2.6.1 Seleccion de los ligantes bioactivos.

Siguiendo la estrategia de reposicionamiento de farmacos se han seleccionado como
ligantes bioactivos dos farmacos de tercera generacion que ya se utilizan como
tratamiento en enfermedades 6seas y que por tanto ya tienen evaluado su perfil
clinico.®® Se ha tomado en consideracidn los efectos inhibitorios que ejercen los
bisfosfonatos sobre la enzima farnesil pirofosfato sintasa (FPPS) de T. cruzi para la
seleccion de Ris y Zol como ligantes bioactivos.®” "y también la accion que presentan
sobre los acidocalcisomas (un organelo rico en Ca(ll) presente tanto en protozoarios
como en mamiferos y que en el protozoario presenta enzimas diferenciadas a las
versiones mamiferas) de T. cruzi debido a la afinidad de los bisfosfonatos a este

organelo.™

Estos farmacos son derivados de bisfosfonatos, acido risedronico y acido zoledrénico,
ver Figura 2.8. Ambos farmacos cuentan con dos grupos fosfonato y un heterociclo
nitrogenado  (piridina e imidazol) que pueden tener procesos de

protonacién/desprotonacién en medios acuosos Yy fisiolégicos.

N
o or Ly

N
OH HO /o
| AN \ I——OH
OH
e OH
~ ~ HO —
N~ Ho” o 0”‘0H
Ris Zol

Figura 2.8. Bisfosfonatos de tercera generacion utilizados como ligantes bioactivos en este trabajo:
Ris = acido risedronico, Zol = acido zoledrénico. Se muestran las moléculas en sus formas acidas y
sin N-protonacion. Fisicamente ambos son compuestos cristalinos/microcristalinos blancos con
solubilidad limitada en H.O y solubilidad practicamente nula en disolventes organicos comunes. Sus
puntos de fusion son: NaRis = T>245 °C y Zol H,O = T>247 °C

En general se han realizado pocos estudios™"® sobre la especiacién en disolucion
acuosa en funcion del pH para ambos acidos, de estos, destacan dos publicaciones:

una en donde se realizaron estudios potenciométricos y espectroscopicos para
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determinar las constantes de disociacién acida (Ka,) del acido risedronico™ y un
estudio tedrico DFT/QTAIM combinado con determinacion potenciométrica realizado
para elucidar la secuencia de protonacion del acido zoledrénico™, la Figura 2.9
muestra los diagramas unificados de zonas de predominio (DUZP) desarrollados con
los valores de log Ka, reportados en estos dos estudios y las especies

correspondientes a cada region.

Ris Zol
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Figura 2.9. Diagramas unificados de zonas de predominio (DUZP) en funcién del pH para Ris y
para Zol, se muestran las estructuras de las especies relevantes a cada region. Los valores sobre
la recta corresponden a pKa/n, donde n = 1 proton.

En cuanto a complejos de coordinacién derivados de Ris™*? y Zol™*d, |a literatura
incluye principlamente polimeros de coordinacion y complejos mono y dinucleares
sintetizados por reacciones solvotérmicas. La mayoria de los reportes se encuentran
en el area de materiales y sus aplicaciones en estado sdélido, posiblemente por su baja

solubilidad en agua y disolventes organicos.

Demoro reporté complejos derivados de Ris con formula general [M(Ris).]-4H.O
donde M = Zn(Il), Ni(Il), Cu(ll) y Co(ll).”
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Adicionalmente se han informado complejos con los bisfosfonatos alendronato (Ale) y
pamidronato (Pam) con férmula general [Mz(Ale)s(H20).]-2H.O con M = Cu(ll), Co(ll),
Mn(ll) 'y Ni(ll), el complejo polimérico ([CuPam]-H.0), y monoméricos
[M(Pam),(H.0).]-3H,O donde M = Co(lIl), Mn(Il) y Ni(Il).”” También han sintetizado

complejos de transicion con ibandronato (Iba) y los metales Co(ll), Mn(ll) y Ni(ll).”®

Otero informd la sintesis de compuestos de Pd(ll), Ale/Pam y los intercaladores 1,10-
fenantrolina/2,2-bipiridina con formula general [Pd(BisF)(NN)]-2NaCl-xH.O donde
BisF es alguno de los bisfofonatos Ale o Pam y alguno de los ligantes intercaladores
NAN.™®

2.6.2 Seleccion del centro metalico.

Se utilizé6 CuCl, 2H,0 como fuente de Cu(ll) y CI-.

El Cu(ll) es un metal que se encuentra en trazas en una gran variedad de seres vivos
y por lo tanto se encuentra involucrado en multiples procesos bioquimicos. La
disponibilidad/costo de fuentes de Cu(ll) es una ventaja sobre metales mas caros

como Pd(ll) o Pt(ll) en el desarrollo de metalofarmacos.®

2.6.3 Seleccion de ligantes auxiliares y contraion.

La sal de cloruro de Cu(ll) presenta menos toxicidad®' que otras sales de cloruro
metalicas (Pd(lIl), Ni(ll), Pt(IV), Zn(ll), etc), aunado a eso el anién cloruro puede
ejercer un efecto positivo respecto a la solubilidad en H.O como lo ilustran los
compuestos informados por Demoro con férmula general [Ru."(p-cimeno)x(TS2),]**
con contraiones PF¢ y CIy TS2 = tiosemicarbazona, en donde el complejo con
cloruro como anion mostré mayor solubilidad y una actividad 17 veces mayor al

compuesto con hexafluorofosfato.?
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Los ligantes derivados de la bipiridina muestran potencial comportamiento intercalador
de ADN como lo muestra la seccion 2.5, en ese sentido se decidio utilizar los
isdbmeros metilados 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (4,4’-dmbp) y 5,5-dimetil-2,2’-bipiridina
(5,5-dmbp) como ligantes intercalantes. La Figura 2.10 muestra sus estructuras
quimicas. Se espera que la inclusion de los ligantes bipiridina genere un efecto anti

tumoral en los compuestos sintetizados.

7,
N I\ N I\
N_ - N_~

4,4'-dmbp 5,5'-dmbp

Figura 2.10. Ligantes con potencial intercalador utilizados en este trabajo: 4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina (4,4’-dmbp) y 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (5,5-dmbp). Ambos son solidos cristalinos muy
poco solubles en H,O y solubles ligeramente en MeOH, EtOH. Sus puntos de fusion son: 4,4'-
dmbp = (170-174) °C y 5,5-dmbp = (114-117) °C

26



3. Hipotesis.

Nuevos complejos de Cu(ll) solubles y estables en agua con actividad antiparasitaria
y toxicidad moderada pueden ser directamente sintetizados por la reaccion entre
complejos del tipo [Cu(dimetil-2,2’-bipiridina)Cl,] con farmacos comerciales derivados

de aniones bisfosfonatos (Ris y Zol).

4. Objetivos generales y particulares.

El objetivo general es la sintesis quimica de dos compuestos de coordinacion con
férmula [Cu(bipy)]Cl. (bipy= 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina o 5,5’-dimetil-bipiridina) y la
determinacién de sus constantes de asociacion aparentes con dos farmacos
comerciales anidnicos derivados de bisfosfonato (Ris o Zol) en medios acuosos
neutros. Adicionalmente, se estudiara la actividad citotdxica in vitro y antiparasitaria de

los complejos ternarios de Cu(ll) con los farmacos coordinados.

Objetivos particulares:

e La sintesis quimica de una serie de compuestos de coordinacién de Cu(ll) con
bipirdinas dimetiladas de férmula general [Cu(bipy)Cl.] (bipy= 4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina o 5,5’-dimetil-bipiridina) que seran usados como precursores para la
obtencién de compuestos derivados de dos farmacos con férmula general
[Cu(bipy)L] (L= Ris o Zol).

e La caracterizacion espectroscépica (IR-ATR, RPE, MS) de los precursores
metalicos [Cu(bipy)Cl. y estructural por difraccién de rayos-X de monocristal

cuando sea factible obtener cristales adecuados
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Determinar la constante de asociacion entre los precursores metalicos
[Cu(bipy)Cl;] y sales disddicas de los bisfosfonatos Ris y Zol a través de

titulaciones espectrofotométricas en medios acuosos.

Realizar experimentos de cristalizacién de los complejos ternarios [Cu(bipy)(L)]
con el proposito de obtener cristales adecuados para difraccion de rayos-X de

monocristal.

Caracterizar los complejos ternarios [Cu(bipy)(L)] que presentaron la mayor
constante de afinidad mediante técnicas espectroscopicas (IR-ATR, RPE) y

masas.

Evaluar la citotoxicidad in vitro de los compuestos ternarios obtenidos en
células sanas (FGH y COS-7) y células cancerigenas (U251, PC-3, K562,
HCT-15, MCF-7 y SKLU-1) humanas.

Realizar en colaboracién con el Instituto de Investigaciones Biomédicas los
estudios de la actividad antiparasitaria en T. cruzi de los nuevos compuestos

de coordinacion ternarios [Cu(bipy)(L)] sintetizados.

28



5. Parte experimental.

5.1 Reactivos e Instrumentos.

La Tabla 5.1 enlista los reactivos y disolventes utilizados, estos se utilizaron en el

estado en el que fueron adquiridos sin purificacion adicional.

Tabla 5.1. Especificaciones de los reactivos utilizados en este trabajo.

Reactivo Pureza Marca Lote
Acido Zoledrénico (Zol H;0) 91.7 % Supelco (Merck) LRAC6596
Risedronato Sodio (NaRis
100 % Supelco (Merck) LRADO0379
2.5H,0)

CuCl; 2H:0 99 % Strem Chemicals 138306-5
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina 99 % Aldrich (Merck) MKCG4049
5,5-dimetil-2,2’-bipiridina 98 % Aldrich (Merck) 0000154547

_ High Purity Reactivos
Agua destilada 1.5x10° Q" cm™ _ 22C30
Analiticos
NaOH 98.7% Fermont 601361
Metanol RA 99.8% Tecsiquim MTP-03-NS-R
Pirofosfato dibasico 97% Aldrich (Merck) SLCF6615
Piridina 99% Tecsiquim PIA-01PL-R

La caracterizacion mediante IR-ATR, MS-ESI, RPE, las mediciones espectroscopicas,
la evaluacion de citotoxicidad y el trabajo experimental se llevaron a cabo en el
Instituto de Quimica, UNAM. Las evaluaciones en el organismo T. cruzi se llevaron a

cabo en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
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La adquisicion de datos experimentales de difraccion de rayos X y el refinamiento de
estructura para todos los compuestos se llevd a cabo en el Centro Conjunto de

Investigacion en Quimica Sustentable (CCIQS).

Las graficas fueron realizadas usando el software OriginLab y el conjunto de

aplicaciones LibreOffice.
Espectroscopia IR-ATR.

Los espectros de infrarrojo ATR fueron obtenidos en un espectrometro Thermo
Scientific modelo Nicolet iS50 FT-IR, utilizando el periférico ATR iS50. Se utilizé la
herramienta desarrollada por Jablonka, Patiny y Smit®* como auxiliar en la

interpretaciéon de los espectros obtenidos.
Espectrometria de masas ESI +.

Los espectros de masas ESI + se obtuvieron en un cromatégrafo de liquidos marca
Agilent modelo 1200 acoplado con un instrumento Bruker modelo Esquire 6000. Los

espectros calculados se obtuvieron mediante el software Molecular Weight Calculator.
Resonancia paramagnética de electron.

Los espectros de RPE se obtuvieron en un espectrometro JEOL modelo JES-TE300
con campo magnético de 1.4 T y con radiacidn correspondiente a la banda X. Las

mediciones se realizaron a 77 K en disoluciones de H-O.
Difraccion de Rayos X.

Los datos para los cristales CulA, CulB y CulA-Ris fueron colectados en un
difractometro Bruker APEX Il CCD a 100 K usando radiacion de Mo-Ka (k= 0.71073 A)
de micro fuentes Incoatec ImuS y monocromador con optica Helios. Los cristales
adecuados para los andlisis fueron separados y seleccionados en aceite de
hidrocarburos de alto peso molecular (PARATONE) vy posteriormente
pegados con resina epodxica sobre una fibra de vidrio o sobre un loop de nylon y
colocados en el gonidmetro. Las estructuras fueron resueltas usando métodos
directos (SHELXS-97) y refinadas por minimos cuadrados en F? usando shelXle GUI.

Los 4tomos de hidrogeno de los enlaces C-H para los cristales CulA y CulA-Ris
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fueron colocados en posiciones idealizadas mientras que los atomos de hidrégeno de
los enlaces O-H, N-H fueron localizados del mapa de densidad electrénica y sus
posiciones fueron refinadas isotropicamente Ui, con dependencia al atomo
directamente unido usando adicionalmente restricciones de distancia. Los grupos
desordenados fueron refinados usando restricciones de geometria y distancia (SAME,
SADI) junto con restricciones de los valores U; (SIMU, RIGU) implementados en
SHELXL Las ocupaciones fueron restringidas a valores unitarios.. Las imagenes

cristalograficas fueron creadas con Olex2 y Mercury.
Espectroscopia UV-Vis.

Las titulaciones se llevaron a cabo en un espectrofotémetro UV-Vis de marca Agilent
modelo Cary 100, el cual cuenta con una resolucion de 2 nm con precision de longitud
de onda menor a + 0.5 nm y precision fotométrica menor a £ 0.005 A. Se utilizaron

celdas de cuarzo con paso 6ptico de 1 cm y volumen maximo de 3000 pL.

5.2 Sintesis de precursores.

El Esquema 5.1 contiene la ruta de sintesis de los complejos CulA y CulB.
La metodologia para ambos compuestos es la siguiente:

Se disolvio la sal CuCl; 2H,0 (137.40 mg, 0.80 mmol), en 9.0 mL de MeOH dentro de
un matraz bola de 50.0 mL y se dej6é en agitacion durante 30 min. Por separado se
disuelve la bipiridina dimetilada (148.60 mg, 0.80 mmol) en 15.0 mL de MeOH y se

coloco la disolucidon en un embudo de adicion.

Se goteo la disolucién de bipiridina a la disolucion de CuCl, durante un periodo de 30
min. Inmediatamente se formd un sélido verde. Posteriormente se adicioné una
disolucién MeOH/H,0 (19.0/6.0 v/iv MeOH/H,O para CulA y 19.0/15.0 v/v MeOH/H,O

para CulB hasta disolver los complejos.

La mezcla de reaccion se agité durante 60 min. Posteriormente se filtr6 la disolucion a
través de papel filtro de poro fino (Whatman) y se colectdé en un vaso de precipitado.

El filtrado fue evaporado a temperatura ambiente y se obtuvieron sélidos cristalinos de
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color verde (ver Figura 5.1) adecuados para difraccion de rayos-X (se obtuvieron
cristales adecuados en aproximadamente una semana para CulA y tres semanas

para cristales parcialmente adecuados para CulB).

’ \Y
N\ N N /
0.80 mmol
15.0 mL MeOH
CUC|2 2H20
0.80 mmol >
9.0 mL MeOH 1) Goteo de la disolucion de
Bipy en disolucion de
Cu(ll). Formacién de solido
verde insoluble
2) Adicion de 6.0 mL H,O / [Cux(4,4'-dmbp),Cl4] H,0
19.0mL MeOH. Hidratacion
y solubilizacién del CadH26CliCuN4O
Comp|ej0. 655.39 g mO|'1
Rendimiento:195 mg, 74%
CulB
N
7N I = =
=~ = WaAW,
0.80 mmol N N
CuCl, 2H,0 15.0 mL MeOH \V4 ol Cl
0.80 mmol > N  \N/
9.0 mL MeOH 1) Goteo de la disolucion Cl Cl-----
de Bipy en disolucion de AR N
Cu(ll). Formacion de sélido N N
verde insoluble /7 7 \
2) Adicién de 15.0mL H,0 / — —
19.0mL MeOH. Hidratacion [Cuy(5,5-dmbp),Cl4]
y solubilizacion del
complejo. Co4Ho4Cl4CuoNy
637.38 g mol-!

Rendimiento: 202 mg, 79%

Esquema 5.1. Esquemas de reaccion para las sintesis de los precursores CulA y CulB.
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Figura 5.1. Apariencia de los precursores sintetizados. Al inicio se observa la formacion de solidos
insolubles con distintas tonalidades de verde dependiendo de la bipiridina utilizada. Al agregar agua al
sistema los solidos se hidratan y se disuelven, formando disoluciones translicidas. Las imagenes
microscopicas corresponden a los cristales que se formaron mediante evaporacion lenta de la mezcla
de disolventes.
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5.3 Caracterizacion de los precursores.

A continuacion, se presentan las sefiales relevantes de las espectroscopias realizadas
(IR-ATR y RPE) y espectrometria para cada precursor sintetizado y se reporta el
punto de fusidn experimental. Los espectros ATR-IR de las materias primas se

muestran en el Anexo 1.

Compuesto CulA
Punto de fusion. El compuesto se descompone en el intervalo Tgs=265-285 °C

e IR-ATR(cm™): v(H:0) 3537(w), v(H,0) 3479(w), v(C-C) y V(C-N) 1612(m),
y(C-H) 835(s), ®(C-C) y ®(C-N) 515(m), v(Cu-Cl) 307(m), v(Cu-N) 275(m),
v(Cu-Cl) 150(m)

e MS-ESI: ESI(+) calculado para [C2:H24ClsCu2N4]* 600.9 m/z, encontrado 600.8

m/z, calculado para [C2sH24CICuN,]* 466.1 m/z, encontrado 466.1 m/z.

e RPE (77K, H.0): L= 2.096, g|| = 2.373, A|| = 177.26x10* cm’"

Compuesto CulB
Punto de fusién. El compuesto muestra descomposicion a partir de Tges>300 °C

o IR-ATR(cm‘1): V(C-H)CH3 Yy V(C'H)bipy 3043(W), V(C-H)CHg, V(C'N)bipy Yy V(C'H)bipy
1581(w), v(C-N) y v(C-H) 1473(m), y(C-H) 831(s), v(Cu-Cl) 293(s), v(Cu-N)
271(s), v(Cu-Cl) 174(s)

e MS-ESI: ESI(+) calculado para [C24H24ClsCu2N4]* 600.9 m/z, encontrado 600.8
m/z, calculado para [C2sH24CICuN4]* 466.1 m/z, encontrado 466.1 m/z.

e RPE (77K, H.0): gL1= 2.070, g|| = 2.371, A|| = 174.34x10* cm’"
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5.4 Titulaciones UV-Vis de los precursores con Risy Zol.

Se prepararon soluciones stock acuosas de los precursores metdlicos y de los
farmacos como sales de disddicas con las siguientes concentraciones: [CulA]= 10.25
mM, [CulB]= 10.43 mM vy [Ris]=[Zol]= 20 mM. En todos los acasos se usd agua
bidestilada a pH = 7.

Para cada titulacion se coloco en una celda de cuarzo 1500 uL de una concentracion
final 1.0 mM de los precursores. Se adicionaron 13 alicuotas de 12.5 uL cada una de
la solucién stock del farmaco correspondiente hasta un volumen final de 162.5
uL(relaciones molares precursor:farmaco 1:1 hasta 1:1.95) y se registro el espectro de
absorcion a temperatura ambiente. Después de cada adicion se estabilizé la solucién

durante 30 segundos con agitacion magnética antes de la medicidén del espectro.

Adicionalmente se realizaron titulaciones espectrofotométricas de los precursores
metalicos CulA y CulB con pirofosfato dibasico (stock [PyroP]= 17.64) y piridina (stock
[Pyr]l= 20 mM) con el precursor CulA bajo las mismas condiciones de los
experimentos con farmacos para investigar el sitio de uniéon por comparacién con los
cambios de absorbancia. Esto debido a que la estructura quimica del farmaco Ris
contiene dos potenciales sitios de uniéon al centro metédlico, el fragmento de

bisfosfonato y el anillo de piridina.

5.5 Estudios de citotoxicidad.

Se llevaron a cabo estudios de citotoxicidad de los farmacos libres Ris?, Zol* y los
cuatro compuestos ternarios que estos forman con los precursores sintetizados: CulA-
Ris, CulB-Ris, CulA-Zol y CulB-Zol. Se utiliz6 el ensayo colorimétrico de

Sulforodamina B para determinar el % de inhibicién de crecimiento.®®

Estos estudios se realizaron en células humanas FGH (fibroblastos gingivales) y en
seis lineas celulares (U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1) cancerosas
humanas. En ambos casos también se estudié la citotoxicidad en la linea COS-7 la

cual corresponde a células no cancerosas de rindbn de mono. Los estudios en FGH se
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realizaron a dos concentraciones de analito (1 uM y 10 uM) mientras que los estudios
en lineas celulares cancerosas se realizaron a 5 yM. En todos los casos se utilizdé H.O
como vehiculo. Se utilizaron disoluciones stock para cada compuesto con las
siguientes concentraciones: [Ris]= 10mM, [Zol]= 9.5mM, [CulA-Ris]= 10mM, [CulB-
Ris]= 7.7mM, [CulA-Zol]= 9.5mM y [CulB-Zol]= 7.3mM.

5.6 Estudios en T. cruzi.

Se prepararon en H,O ultrapura (milli-Q®) (1000 pL de muestra, disoluciones stock
[CulA]= 15mM, [CulB]= 11mM, [Ris*]= 30mM y [Zol*]= 30mM) vy se proporcionaron
muestras de los 2 farmacos libres y de los cuatro compuestos ternarios preparados in-
situ (muestras a 2.1mM) al laboratorio B-114 a cargo de la Dra. Bertha Espinoza
Gutiérrez en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, en donde se llevo a

cabo el cultivo de T. cruziy evaluacién antiparasitaria.
Cultivo de Tripanosomatidos in vitro.

Epimastigotes de T. cruzi de la cepa mexicana Querétaro (TBAR/0000/MX/Queretaro),
fueron mantenidos en medio LIT (Becton Dickinson, USA, Cat. 226920) al 10% de
suero fetal de bovino (SFB) (Gibco, USA, Cat. 15575309) y 25 mg/mL de hemina
(Sigma, USA, Cat. H9039), a 28°C como se ha descrito por Rodriguez-Hernandez et
al® Los parasitos fueron resembrados semanalmente y para los ensayos se

emplearon cultivos en fase logaritmica de crecimiento (5 dias, 40-60x10%/mL).
Evaluacion de CulA-Ris y CulB-Ris sobre el crecimiento de T. cruzi Qro.

Para evaluar el efecto de ambos compuestos sobre el crecimiento de T. cruzi Qro los
parasitos fueron ajustados a 2 x10° parasitos en 200 mL por pozo en placas de 96
pozos. Se adicion6 NaRis o CulA-Ris y CulB-Ris en concentraciones de 0.5, 1.0 y
5.0 uM, empleando como control positivo Benznidazol (Bz,100 uM). Se incubaron a
28 °C durante 24, 48 y 72 horas. Transcurrido el tiempo se contd el numero de
parasitos presentes en cada condicion mediante una camara de Neubauer y un
microscopio Microstar IV (Reichert, USA). Cada condicion se evalué por duplicado en

tres experimentos independientes.
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6. Resultados.

6.1 Discusion de la caracterizacion espectroscopica y estructural.

Compuesto CulA
IR-ATR

Se observa (Figura 6.1) que las bandas asociadas a las vibraciones de la bipiridina®#
8 sufren desplazamientos a mayor frecuencia debido a su coordinacién al centro
metdlico adquiriendo mayor rigidez al estabilizarse por el efecto quelato.
Adicionalmente se observan dos bandas en el intervalo 3400-3600 cm™ las cuales se
asocian a vibraciones de la molécula de H,O que forma parte de la red cristalina
formada principalmente por el compuesto CulA. La Tabla 6.1 resume estos

desplazamientos.

100

85 -
H.0 -
op  Estructura 3479 cm*?
cristalina H.0
Estructura
85 cristalina
80
&
75
1612 cm* —
70 vC-C,vC-N
Estiramiento
Bipiridina
65 835cm=_|
¥ C-H -
Aleteo 515 em™
80 Bipiridina ¢C-C¢C-N
Torsién
Bipiridina
55
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

v (1/cm)

Figura 6.1. Espectro infrarrojo ATR adquirido del sélido cristalino CulA.
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Tabla 6.1. Desplazamientos de las bandas asociadas al ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina en el

compuesto CulA.

Asignacion 4’\:‘}?::;" v((::l::) Av (cm)
Aleteo fueé?pciiried:)r:zno y(C-H) 821 835 +11
Torsion Lp(gi-pcir)i,d?f]f-N) nucleo 513 515 +3

La Figura 6.2 muestra una grafica de los espectros ATR/IR-Lejano apilados de la

materia prima CuCl;-2H,O y del compuesto CulA. En el caso de la sal binaria de

Cu(ll) se observa una banda a 241 cm’que se atribuye a la vibracion Cu-OH,.®

También se observan dos bandas en 293 cm™y 171 cm™asosiadas a las vibraciones

v(Cu-Cl) que para CulA se desplazan a 307 cm™ y 150 cm™, respectivamente.

Adicionalmente para CulA se observa una banda, en 275 cm™ que corresponde a la

vibracion v(Cu-N)¥2%a cual concuerda con el intervalo reportado® entre 240 cm™ y

290 cm™ para el estiramiento simétrico del enlace Cu-N.

v (em™)

.G
e
_ 1
B 307 cm o
g v Cu-Cl
5 275 cmt
'_
293 cm?
v Cu-Cl
Cu-1A 241 cm™
——CuCI2 v Cu-OH
? =171cm?
: - : . : - v Cu-Cl
1000 800 600 400 200

Figura 6.2. Espectros ATR apilados de la materia prima CuCl, 2H,0 y del precursor CulA en la

region IR-Lejano
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MS-ESI

En el espectro de masas-ESI(+), Figura 6.3, se observan dos picos que caracterizan
el complejo CulA: el ion molecular [M-CI]* se encuentra en m/z = 600.8 que
corresponde al cation [Cu,(4,4’-dmbp).Cls]" y el pico base que se encuentra en m/z =
466.1. Este Ultimo se atribuye al catidn [CaH24CICuN4]* & [Cu(4,4’-dmbp).Cl]" que
proviene de un rearreglo molecular que genera una especie monomérica de Cu(ll) con

2 bipiridinas coordinadas y un cloruro, a juzgar por la distribucion isotopica observada.

La Figura 6.4 muestra las expansiones de los picos a 600.8 m/z y 466.1 m/z

comparadas con las distribuciones isotopicas calculadas para cada caso.

Intens { *«MS. 00-1 1ren % 1-10), 100%=1183720
x108 466 1
Cl

+ T =

ERNY
10 N ..
> jIN N
) \ /

"y

Chemical Formula: Co4H24CICUN 4*
081 Exact Mass: 466.10
Molecular Weight: 467.48

064

,NI N:
X \ /f
0.2
800.8 Chemical Formula: CasH24ClaCusN 4+
Exact Mass: 598.97
Molecular Weight: 601.93
2821
LC.'....L..T‘.“._'.‘Ll."._‘.‘....“.""...“..::.“‘ ..... ————————————
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200m/z

Figura 6.3. Espectro de masas ESI (escaneo positivo) del compuesto CulA. Se observa el ion
molecular en 600.8 m/z y el pico base en 466.1 m/z.
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Figura 6.4. Distribuciones isotopicas experimentales CulA y calculadas. Pico 601 m/z: experimental (a1),
calculado para [C2sH24ClsCuzN4]" (a2). Pico 466 m/z: experimental (b1), calculado para [Cz4H24CICUN4]*

(b2).

RPE

En la Figura 6.5 se observa el espectro de RPE del compuesto CulA en disolucion

acuosa a 77K. El espectro es del tipo anisotropico, se muestran en la grafica los

valores de g, g|| y Al|. Alineado a lo que se observa en la DRX del compuesto CulA,
los valores g|| > > gl > ge (2.373 > > 2.096 > 2.0023) concuerdan con la presencia de
un electrén desapareado ocupando el orbital d,*,* de un centro metalico de Cu(ll) con

una geometria de piramide de base cuadrada.

1000

500

-500

Intensidad

-1000

-1500

-2000

Al = 177.26 x10* cm”’

g1=2.096

gll =2.373

T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Campo (mT)

Figura 6.5. Espectro RPE (Banda X, Frecuencia 9.5 Hz) de una disolucién 2 mM
del compuesto CulA en H,O a 77K.
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La constante de acoplamiento hiperfino que se observa tiene un valor de 177x10* cm’
', el cual se encuentra dentro del intervalo de valores reportados®!*? para especies de
Cu(ll) con geometria piramidal de base cuadrada, el valor alto se ve reflejado en que
el compuesto esta ligeramente distorsionado hacia la geometria bipiramidal trigonal.
No se observan sefales debidas al acoplamiento superhiperfino entre los atomos de
N del ligante y el electron desapareado del Cu(ll). La distancia Cu-Cu (3.564 A, vide
infra) y el espectro RPE sugieren que no hay intercambio magnético entre ambos

centros de Cu(ll) en el arreglo dimérico del compuesto CulA.

DRX

La estructura cristalina del compuesto CulA ya ha sido reportada.*® Los datos
cristalograficos obtenidos de los cristales de CulA fueron de la calidad adecuada para

un analisis estructural para efectos practicos de este trabajo de tesis, ver Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Datos cristalograficos y de refinamiento de estructura para el compuesto CulA.

Foérmula empirica C24H26N4Cl4Cu20 V4 4
MM 655.37 g mol”’ p calc. 1.713gcm?
Temperatura 100(2) K Coeficiente de 2.121 mm-!
absorcion ()
Sistema cristalino monoclinico F(000) 1328.0
Grupo espacial C2/c Tamaiio cristal (0.433 x 0.412 x 0.406) mm?
I -11<h<11,-21<sk=<21,
a 8.9913(8) A Intervalos indice 99 < <99
b 16.7243(14) A Reflexiones 13783
Reflexiones 2906
¢ 17.0523(15) A independientes [Rin= 0.0294, Rgigma= 0.0225]
Adecuacion del
[o]
a %0 ajuste sobre F? 1.055
Indices R finales
o = =
B 97.6726(17) 1>=20 ()] R1=0.0200, wR2 = 0.0527
Indices R finales
o = =
Y 90 [todos los datos] R1=0.0215, wR2 = 0.0535
Volumen 2541.3(4) A®
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Se puede observar en la Figura 6.6 que los cloruros terminales enlazados a los
atomos de cobre forman un enlace de hidrégeno moderado con una molécula de agua
con una distancia d(Cl-H) de 2.417 A. La estructura consiste de una unidad asimétrica
que contiene la estructura monomeérica [Cu(4,4’-dmbp)Cl;]-1/2H.0, las distancias y los
angulos son equivalentes para las dos unidades monoméricas (Tabla 6.3). Utilizando
el parametro ts propuesto por Addison et al.® se puede establecer el grado de la
geometria de un centro de Cu(ll) penta-coordinado, en particular, el compuesto CulA
exhibe mayormente una geometria de piramide de base cuadrada distorsionada con
un caracter del 33% de bipiramide trigonal. La Tabla 6.4 muestra los datos utilizados

para calcular dicho parametro.

Figura 6.6. Diagrama de elipsoides térmicos correspondiente al compuesto CulA.
Temperatura: 100 K, probabilidad: 50%. R(%): 2.
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Tabla 6.3. Distancias y angulos relevantes para el centro metalico del compuesto CulA.

Distancia / A Angulo /°
Cul-N1 | 2.0328(13) | N2-Cu1-N1 | 80.51(5) | N1-Cu1-CI’| 97.57(3)
Cul-N2 | 2.0039(12) A N2-Cu1-CI2 | 93.54(4) | N1-Cul-CH | 94.66(3)
Cu1-Cl1 2.2585(4) | N2-Cu1-CI1’ | 87.07(4) |Cl2-Cu1-CI1’| 108.721(14)
Cu1-Cl2 2.2768(4) N2-Cu1-Ci1 172.32(4) Ci1-Cu1-Cl2 | 93.438(14)
Cul-C’ | 27032(4) | N1-Cul-CI2 | 152.76(3) |CM-Cul-CI1’| 87.667(15)

Tabla 6.4. Calculo del parametro Ts para el compuesto CulA. Se muestra el poliedro formado por
el centro metalico y sus atomos donadores.

T.= f-a (1) Angulo B: cll
60° N2-Cu1-CI1 172.32°
B>a; Angulo a:
Ts = 0 — piramide N1-Cu1-Ci2 152.76 °
cuadrada,
Ts = 1 — bipiramide Valor
trigonal. calculado Ts 0.33

Compuesto CulB
IR-ATR:

En el espectro de IR-ATR se observa que las bandas asociadas a las vibraciones de
la bipiridina sufren desplazamientos a mayor frecuencia y también se vuelven menos
intensas, en particular las sefiales en 1581 cm™ y 1473 cm™(Figura 6.7). Se observa
que la sefal en 3043 cm™, asociada a los estiramientos v(C-H) (metilo) y v(Ce-H)
(bipiridina), aumenta en intensidad y se desplaza a mayor frecuencia. La Tabla 6.5
resume estos desplazamientos. En comparacion con CulA, en el espectro del
compuesto CulB no se observan las dos bandas en el intervalo (3400-3600) cm™ que

se asocian a H,O de naturaleza cristalina.

La Figura 6.8 muestra los espectros de ATR/IR-Lejano apilados de la materia prima

CuCly-2H,0 y del compuesto CulB. Para CulB se observa una sefial en 271 cm™ que
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corresponde a la vibracién v(Cu-N).Mientras que las sefiales en 293 cm™ y 171 cm
se atribuyen a las vibraciones v(Cu-Cl) que se vuelven mas intensas en CulB con

respecto a la materia prima.

100 M ﬂ
® 3043 cm? 1581 cm™
v CHa v C-C,vC-N
%0 v Capy-H v CH;
Estiramiento Estiramiento |
Bipiridina
85
'_ —
g 1473 cm™
% v C-C,vC-N
Estiramiento
Bipiridina
75
831 cm*
¢ C-H
70
Aleteo
Bipiridina
65
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 200
v (Ycm)

Figura 6.7. Espectro infrarrojo ATR adquirido del solido microcristalino CulB.

Tabla 6.5. Desplazamientos de las bandas asociadas al ligante 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina en el
compuesto CulB.

. .. 5,5’-dmbp CulB y
Asignacion v (cm") v (cm) Av (cm™)
Estiramiento v(C-H) metilo,
v(C-H) nucleo bipiridina. 3008 3043 +35
Estiramiento v(C-H) metilo,
v(C-N) y v(C-H) nucleo 1552 1581 +29
bipiridina.
Estiramiento v(C-N) y v(C-H)
nucleo bipiridina 1466 1473 +7
Aleteo fuera de plano y(C-H)
Bipiridina 825 831 *6
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Figura 6.8. Espectros ATR apilados de la materia prima CuCl, 2H,O y del precursor CulB en la
region IR-Lejano.

MS-ESI +

En el espectro de masas-ESI+ para el compuesto CulB (Figura 6.9) se observa un
pico detectado en 600.8 m/z que corresponde al ion molecular [Cux(5,5-dmbp).Cls]" y
466.1 m/z que corresponde al pico base [Cu(5,5-dmbp).Cl]".Los patrones isotopicos
experimentales obtenidos para el compuesto CulB ajustan a los patrones calculados,

como puede observarse en la Figura 6.10.
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Figura 6.9. Espectro ESI en modo positivo del compuesto CulB. Se observa el ién molécular en
600.8 m/z y el pico base en 466.1 m/z.
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Figura 6.10. Distribuciones isotdpicas experimentales CulB y calculadas. Pico
calculado para [Cz4H2ClsCuzN4]* (c2).
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RPE

En la Figura 6.11 se observa el espectro RPE del compuesto CulB en disolucion
acuosa a 77K. De forma analoga al compuesto CulA, el centro metalico de Cu(ll) en
CulB presenta una geometria de piramide de base cuadrada ya que g|| > > gl > ge
(2.371 > > 2.070 > 2.0023) con el electron desapareado ocupando el orbital d,2,2. La
constante de acoplamiento hiperfino que se observa tiene un valor de 174 x10* cm™,
el cual es caracteristico para especies de Cu(ll) con geometria piramidal de base
cuadrada, el valor de A|| para el compuesto CulB es ligeramente menor que el valor
para CulA. De igual forma que en CulA, no se observan sefiales debidas al
acoplamiento superhiperfino entre los atomos de N del ligante y el electron
desapareado del Cu(ll) y solo se distinguen 3 de las 4 sefales esperadas para el
acoplamiento hiperfino. La distancia Cu-Cu en CulB (3.771 A) y el espectro RPE
confirman que no hay intercambio magnético entre ambos centros de Cu(ll) del

compuesto CulB.

CulB
1000

_ -4 -1
soo] Al =17434x10% cm

gL=2.070

gll = 2.371

-500

Intensidad

-1000

-1500

-2000

T T T T T T T T T T T

T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Campo (mT)

Figura 6.11. Espectro RPE (Banda X, Frecuencia 9.5 Hz) de una disolucion 2 mM del
compuesto CulB en H,O a 77K.

DRX

Los datos obtenidos por difraccion de rayos X de los cristales de CulB no fueron de la

calidad suficiente para refinar una estructura con parametros cristalograficos
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adecuados, debido a que el habito cristalino de CulB no lo permitié (Tabla 6.6). Sin

embargo, en las Figuras 6.12 y 6.13 se muestra el modelo de conexion desarrollado a

partir de los datos cristalograficos colectados mediante esta técnica. La Tabla 6.7

muestra las distancias y angulos relacionadas con el centro metalico Cu2.

Tabla 6.6. Datos cristalograficos obtenidos para el compuesto CulB.

Foérmula empirica C24H24ClsCuzN, y 4 8
MM 637.38 g mol” p calc. 1.689 g cm?
Temperatura 100(2) K Coeficiente de 6.426 mm’
absorcion (u)
Sistema cristalino ortorémbico F(000) 2384.0
Grupo espacial Aea? Tamaiio cristal 0.229 x 0.172 x 0.156 mm?
. -21<h<19,-35<k<29, -
a 17.6745(11) A Intervalos indice 10<1<9
b 30.370(3) A Reflexiones 14780
Reflexiones 4278
¢ 8.9870(6) A independientes [Rin= 0.0968, Rsigna= 0.1175]
Adecuacion del
[0}
a %0 ajuste sobre F? 1.544
Indices R finales
[0} = -
B 90 [1>=20 (I)] R1=0.1081, wR2 = 0.2797
Indices R finales
o = =
Y 90 [todos los datos] R1 =0.1497, wR2 = 0.3007
Volumen 4824.0(6) A®

Tabla 6.7. Distancias y angulos relevantes para el centro metalico Cu2 del compuesto CulB.

Distancia / A Angulo /°
Cu2-N2 2.038(10) | N3-Cu2-N2 | 77.9(7) | N2-Cu2-Cl2 | 170.9(4)
Cu2-N3 2.018(18) N3-Cu2-CI3 170.7(6) Cl2-Cu2-CI3 92.6(2)
Cu2-CI2 2258(6) | N3-Cu2-Cl2  94.0(5)
Cu1-CI3 2258(6) | N2-Cu2-CI3 | 95.1(4)
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Figura 6.12. Vista simplificada y expandida del diagrama de elipsoides térmicos correspondiente
al compuesto CulB. Posiciones de los hidrogenos no refinadas. Temperatura: 100 K,
probabilidad: 50%. R(%): 11.

Figura 6.13. Izquierda: Modelo de la estructura del fragmento monomérico central de CulB, se
observa que la geometria del Cu(ll) es practicamente cuadrada plana. Derecha: Modelo de
conectividad estructural donde un atomo de Cl de cada unidad monomérica interacciona con un
centro de Cu(ll) para generar una probable red cristalina.

En el modelo trinuclear de la Figura 6.14 se observa que d(Cu2-Cl1) = 2.833A y
d(Cu3-CI3) = 2.874A para CulB mientras que para CulA las distancias tienen los
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valores d(Cu1-CI1) = 2.2585(4)A, d(Cu1-Cl2) = 2.2768(4)A y d(Cu1-CI1’) = 2.7032(4)A
(vide supra, Figura 6.6 y Tabla 6.3).

Se utilizo el parametro t,’ desarrollado por Okuniewski et al.*® para calcular el grado
de planaridad del centro metalico en CulB, la Tabla 6.8 muestra los datos utilizados
para el calculo de 14 Unicamente para el centro de cobre Cu2. De manera preliminar y
de acuerdo al calculo de 1, = 0.13, se deduce que los atomos enlazados al centro de
Cu(ll) adoptan una simetria D4 en casi un 90% (Figura 6.13, imagen izquierda), sin
tomar en consideracion posibles interacciones intermoleculares del modelo de

conectividad mostrado en las figuras 6.13 y 6.14 imagen derecha.

Tabla 6.8. Calculo del parametro T4’ para el compuesto CulB.

B-a 180° - B : Angulo B: N2-Cu2-CI2 170.9°
57 360°-109.5°  180°—109.5° )
B>a; T =0 — cuadrada plana, Angulo a: N3-Cu2-CI3 170.7 °

T4 =1 — tetraedro. ,
Valor calculado T4 0.13

6.2 Titulaciones UV-Vis.

La Figura 6.14 muestra los espectros de UV-Vis de los complejos en el intervalo de
365 a 900 nm. En general, las soluciones muestran una banda ancha en el visible con

maximos de 700 y 707 para CulA y CulB, respectivamente.

Los coeficientes de absortividad molar fueron calculados como ¢CulA= 77.67 M cm
y eCulB= 56.80 M cm™. Estos valores de coeficientes y los maximos pueden ser

asignados a transferencia de carga (TC) en combinacion con transiciones d-d.

Las constantes de estabilidad entre los complejos CulA y CulB y los farmacos Ris y
Zol fueron estimadas por titulaciones espectrofotométricas, siguiendo la banda
maxima del visible para el sistema como se observa en las Figuras 6.15-6.18. Para

dicha estimacion se utilizé el siguiente modelo matematico®”:
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AA{[Cul,+[anadlito],+

. ([Cu]T+[analito]T+ . —[4][Cu]T[analito]T]

ot ACal ..(3)

A=A

obs
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L

2 CulA

a —CcuB

@ 0.1

2 700

707

0.0
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A, nm

Figura 6.14. Espectros de absorcién de CulA y CulB (1.0 mM) en agua pura

En general, la adicion de los farmacos a soluciones concentradas de los complejos
(1.0 mM) generan un desplazamiento hipsocromico en un intervalo de 50-60 nm,
adicionalmente se observa un aumento de la absorbancia (efecto hipercromico) de

alrededor del 100% a saturacion de los farmacos.

En todos los casos se observan puntos isosbésticos entre 804 y 809 nm, lo cual
sugiere que solo dos especies se encuentran en solucion (el complejo de Cu(ll) libre y
su forma complejada con el farmaco correspondiente). Para el caso de la titulacion de
CulA con Ris*, el maximo cambio de absorbancia a saturacién del farmaco se
observé en 625 nm, por lo tanto se utilizé esta longitud de onda tras la adicion de Ris*
(0-1.95 mM) para graficar una isoterma de unién como se muestra en la Figura 6.15-
B. Los datos de la titulacidn espectrofotométrica pueden ser bien ajustados a un
modelo de unién 1:1 utilizando la ecuacién (3): Donde [Cu] es la concentracién molar
del complejo CulA libre, [analito] corresponde a la concentracion del farmaco, 4A . es
el cambio de absorbancia a saturacién y K:.; es el valor de la constante de unién

(unidades: M) del sistema ternario.
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Figura 6.15. A) Titulacion espectrofotométrica de CulA (1.0 mM) con sal disddica de risedronato en agua
neutra. La flecha muestra la direccion del cambio espectral. B) Perfil de la titulacién espectrofotométrica a
625 nm. La linea sélida corresponde al ajuste utilizando la ecuacion (3) para un modelo 1:1.

El valor determinado para el complejo ternario CulA-Ris es K;..=41.1 £ 1.0 x10* M" a
25°C, este valor indica una estabilidad termodinamica del complejo formado CulA-Ris
en un medio acuoso en concentraciones micromolares, i.e. a estas concentraciones el

complejo se forma.

Para conocer la afinidad de los dos complejos de Cu(ll) sintetizados con los farmacos,
se determinaron las constantes de asociacion para los 3 sistemas restantes CulA-Zol,
CulB-Ris y CulB-Zol bajo las mismas condiciones. La familia de espectros de UV-Vis
generados por adicion de los farmacos y los perfiles de cada titulacién se muestran en
las Figuras 6.16-6.18.

0.2+ 1.83 mM
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A, nm [Zol=]
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Figura 6.16. A) Titulaciéon espectrofotométrica de CulA (1.0 mM) con sal disédica de zolendronato en agua
neutra. La flecha muestra la direccion del cambio espectral. B) Perfil de la titulacién espectrofotométrica a
625 nm. La linea solida corresponde al ajuste utilizando la ecuacion (3) para un modelo 1:1.
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Figura 6.17. A) Titulacion espectrofotométrica de CulB (1.0 mM) con sal disddica de risedronato en agua
neutra. La flecha muestra la direccion del cambio espectral. B) Perfil de la titulacion espectrofotométrica a
625 nm. La linea sdlida corresponde al ajuste utilizando la ecuacion 3 para un modelo 1:1.
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Figura 6.18. A) Titulacidon espectrofotométrica de CulB (1.0 mM) con sal disédica de zolendronato en agua
neutra. La flecha muestra la direccion del cambio espectral. B) Perfil de la titulacién espectrofotométrica a
625 nm. La linea solida corresponde al ajuste utilizando la ecuacion (3) para un modelo 1:1.

Los perfiles ajustaron bien (error < 10%) utilizando un modelo 1:1, las constantes de
unioén y los cambios de absorcion (As/A;) son compilados en la Tabla 6.9. Para ambos
complejos de Cu(ll), la afinidad es mayor hacia el farmaco Ris* comparado con el
Zol*. Entre los sistemas estudiados la mayor afinidad y cambio espectroscopico fue

determinado para el complejo CulA-Ris.
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Respecto a las titulaciones con Pyr y PyroP, Figuras 6.19-6.20, se observa que entre

estos dos analitos el mayor cambio de absorbancia y similar (hipsécromico e

hipercromico) fue observado con el PyroP. Por comparacion con la titulacion con Ris

el modo de union es favorecido a través del bisfosfonato. En contraste, el cambio con

piridina fue modesto. Adicionalmente, el PyroP es dos 6rdenes de magnitud mayor

que la piridina como se muestra en la Tabla 6.9.

Absorbancia

0.1+

0.0

1.72 mM

| [PyroP]

0mMm

500 600 700 800 900
[PyroP?]

(A)

0.15+

0.104

Absorbancia a 639 nm

0.05

O.dO1
[PyroP27]

(B)

Figura 6.19. A) Titulacion espectrofotométrica de CulA (1.0 mM) con sal disédica de pirofosfato en agua
neutra. La flecha muestra la direccion del cambio espectral. B) Perfil de la titulacion espectrofotométrica a
639 nm. La linea solida corresponde al ajuste utilizando la ecuacion (3) para un modelo 1:1.

Absorbancia

1.83 mM —25
—375
—50
[Pyr] &5
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400 500 600 700 800
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2
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Figura 6.20. A) Titulacion espectrofotométrica de CulA (1.0 mM) con piridina en agua neutra. La flecha
muestra la direccién del cambio espectral. B) Perfil de la titulacién espectrofotométrica a 639 nm. La linea
solida corresponde al ajuste utilizando la ecuaciéon 1 para un modelo 1:1. Se observa que no se alcanza el
punto de saturacion (B).
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Tabla 6.9. Constantes de asociacion (M') en agua de los complejos CulA y CulB con los
bisfosfonatos Ris y Zol, pirofosfato dibasico y con piridina. ? Indica el parametro de selectividad
relativa en la presencia del analito donde Ar es la absorbancia a saturaciéon y A, es la
absorbancia inicial. ® Datos no calculados

Farmaco CulA AelA,? CulB Ar/A?
K x10* (M) a 625 nm K x10*(M™) a 625 nm
NazRis 41.10+£1.00 4.58 38.20 £ 0.15 3.70
NazZol 6.40 £ 0.30 3.32 16.10 £ 0.15 3.36
Na,PyroP 3.80 £ 0.40 2.09 - -
Pyr 0.06 £ 0.01 1.39 - -

Los equilibrios quimicos del complejo CulA con Ris?, PyroP y Pyr se muestran en la
Figura 6.21. La Figura 6.22 muestra una comparacion de los espectros del sistema
[CulA + Ris] obtenido de la titulacién y del obtenido directamente de una solucion
acuosa del cristal aislado CulA-Ris. Estos dos espectros son practicamente iguales,
lo cual confirma que la estructura quimica del complejo ternario formado in-situ por la
titulacion espectrofotométrica corresponde a la estructura quimica observada en la
estructura cristalina de complejo CulA-Ris. Finalmente, se realizé una cinética de la
absorcion de los complejos ternarios CulA-Ris y CulB-Ris formados in-situ durante
210 minutos, como se puede observar en la Figura 6.22-B, ambos complejos tienen

hidroestabilidad.
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Figura 6.21. Equilibrios quimicos del complejo CulA con risedronato (a), pirofosfato (b) y piridina
(c) en medios acuosos indicando su constante de asociacion.
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Figura 6.22. A) Espectros de UV-Vis del complejo CulA libre, en presencia del farmaco Ris? y del cristal
CulA-Ris en agua. B) Cinética de los espectros de UV-Vis de los complejos ternarios CulA-Ris y CulB-Ris
en agua.

6.3 Caracterizacion compuestos ternarios.

Se obtuvieron 4 compuestos ternarios, tanto formados in-situ en disoluciéon acuosa
(Figura 6.23-(a)) como de manera preparativa y aislados en sus formas sdlidas
cristalinas (Figura 6.23(b-c)). Se presenta la caracterizacion del compuesto ternario
CulA-Ris mediante técnicas espectroscépicas (IR-ATR, MS-ESI) y estructural (DRX).
La caracterizacion del resto de los compuestos ternarios, la RPE de CulA-Ris y la

sintesis general, se muestran en el Anexo 2.

Los cuatro compuestos ternarios son de color azul a simple vista, con distintas
tonalidades: azul rey para CulA-Ris, azul turquesa para CulB-Ris, azul aqua para
CulA-Zol y azul turquesa para CulB-Zol. Se identificaron los compuestos aislados
mediante punto de fusidon (descomposicion), ver Tabla 6.10. Se obtuvieron cristales
aptos para DRX del compuesto CulA-Ris por evaporacion lenta. Para los otros tres
compuestos, la obtencion de cristales adecuados para DRX no se logré al momento

de la escritura del presente documento.
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Figura 6.23. (a) Disoluciones concentradas de los cuatro complejos ternarios, de izquierda
a derecha: CulA-Ris, CulB-Ris, CulA-Zol y CulB-Zol. (b1) Muestra de CulA-Ris con
cristales aptos para DRX, (b2) Fotografia microscépica de los cristales de CulA-Ris. (c)
Muestras de los sdlidos cristalinos correspondientes a los otros tres complejos ternarios, de
izquierda a derecha: CulB-Ris, CulA-Zol y CulB-Zol.

Tabla 6.10. Puntos de fusion experimentales de los cuatro complejos ternarios obtenidos.

Compuesto Punto de fusién
CulA-Ris Taestaris = (230-234) °C
CulB-Ris Taesimris = (210-220) °C
CulA-Zol Toesiazol = (221-236) °C
CulB-Zol Toesiszo = (210-230) °C

El espectro IR-ATR del compuesto CulA-Ris muestra (Figura 6.24) las bandas
relacionadas a la 4,4’-dmbp coordinada al centro de Cu(ll), se destaca la presencia de
la caracteristica sefial en 1615 cm™ la cual se debe al nlcleo de bipiridina v(C-C) y
v(C-H) (1612 cm™ en CulA); la banda debida a la vibracién de aleteo fuera de plano
de bipiridina y(C-H) originalmente localizada en 835 cm™ en CulA y que en CulA-Ris

se ha desdoblado en dos sefiales localizadas en 834 cm™y 810 cm™. La banda debida
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a la vibracién ¢(C-C) y ¢(C-N) del nucleo de bipiridina localizada en 513 cm™ en CulA-
Ris (515 cm™ en CulA). También se observa que la sefial, 3537 cm™, debida al agua
de cristalizacién en CulA ha desaparecido y en su lugar aparece la tipica sefal ancha

relacionada a multiples grupos -OH centrada en ~3370 cm™.

La mayoria de los sobretonos que se observan en CulA en la region entre 1600 cm™ y
2300 cm™ han desaparecido (Figura 6.24) en CulA-Ris y destaca la modificacion del
espectro, con la aparicion de una banda en 1024 cm™, en la region comprendida entre
900 cm™ y 1215 cm™ (Figura 6.24 y 6.25). Estos cambios se deben a la coordinacion

del ligante Ris al centro de Cu(ll).

El espectro IR-ATR del NaRis (Anexo 1, Figura A1.2 (c)) muestra bandas debidas al
estiramiento P-OH del fragmento O=P-OH en la region comprendida entre 1600 cm™ y
2700 cm™, en particular se observa una sefial bien definida y de baja intensidad en
2136 cm™ asignable a esta vibracion. Otro intervalo de importancia en el Ris se
encuentra entre 900 cm™ y 1215 cm™, en donde las sefiales predominantes son

debidas al grupo acido fosfénico que caracteriza a los bisfosfonatos.?
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Figura 6.24. Espectros IR-ATR apilados del precursor CulA y del complejo ternario CulA-Ris
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Figura 6.25. Espectros IR-ATR en la region lejana apilados del precursor CulA y del complejo
ternario CulA-Ris

Los cambios observados en la region 1600 cm™-2700 cm™ al comparar los espectros
de NaRis (Anexo 1, Figura A1.2 (c)) y CulA-Ris (Figura 6.24, espectro verde) se
deben a la pérdida de grados de libertad del grupo O=P-OH al efectuarse la
coordinacién de tipo P-O-Cu, mientras que la apariciéon de un grupo de sefiales no
presentes en CulA (Figura 6.25) en el intervalo 900 cm™-1215 cm™ (con la sefal
principal localizada en 1024 cm™') se deben a los grupos de acido fosfonico del ligante
Ris. También destaca en el espectro IR-ATR lejano de CulA-Ris la desaparicion de la

sefial asociada al enlace Cu-Cl que se define en CulA en 330 cm™.

Mediante la espectrometria de masas ESI+ de la reaccion in situ 1:1 (Figura 6.26) se
han encontrado los siguientes picos de relevancia en 775.9 m/z, que se encuentra
resuelto isotopicamente de forma adecuada y corresponde al ion molecular
[C31H32Cu2NsO7P,]*, la Figura 6.27 muestra la ampliacion de este pico y se compara
con el patron isotopico calculado. También se observa el pico base en 466.1 m/z

asignado al fragmento[Cu(4,4’-dmbp).CI]".
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Figura 6.26. Espectro ESI en modo positivo del compuesto CulA-Ris. Se observa el ion molécular en 775.9
m/z y el pico base en 466.1 m/z. Los picos en 811.8 m/z y 834.0 m/z también aparecen en intensidad mucho
menor

Los picos en 811.8 m/z y 834.0 m/z apuntan a iones moleculares con férmulas
[C31H33CICuU2NsO7P2]" y [Ca1H3.CICu,NsNaO-P;]*, respectivamente. Estas especies se
generan con la presencia de cloruro de sodio en el medio, formandose aductos entre
la especie [C31H3,Cu.NsO;P2]" y Na*/Cl, estas senales no se encuentran totalmente
resueltas isotopicamente, sin embargo, hay coincidencias entre los patrones

experimentales y los teoricos calculados (Anexo 2, Figura A2.1).
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Figura 6.27. Distribucion isotdpica experimental ién molecular CulA-Ris y en el recuadro de la
esquina superior derecha la distribucién calculada para [C31H32.Cu.NsO-P,]* 775.9 m/z.

DRX

Los cristales de CulA-Ris fueron adecuados para su analisis por DRX, los datos
cristalograficos se muestran en la Tabla 6.11. ElI compuesto presenté varias
moléculas de H,O desordenadas, por lo que se utilizé el método SQUEEZE de

PLATON para refinar la estructura considerando la contribucién del disolvente.*®
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Tabla 6.11. Datos cristalograficos obtenidos para el compuesto CulA-Ris.

Formula empirica Ce2HsaN10014P4Cus Y4 4
MM 1551.27 g mol p calc. 1.041 g cm?®
Temperatura 100(2) K Coeflcu?r’\te de 0.960 mm’"
absorcion ()
Sistema cristalino monoclinico F(000) 3176.0
Grupo espacial P2 /n Tamano cristal 0.458 x 0.192 x 0.176 mm?®
1
- -17<h=<20,41<k=<41,-
a 15.5051(6) A Intervalos indice 07 <\ <07
b 32.1256(13) A Reflexiones 91696
Reflexiones 22581
c 21.0381(8) A independientes [Rin= 0.0557, Rsigma=
P 0.0504]
Adecuacion del
[0}
a %0 ajuste sobre F? 1.084
Indices R finales R1=0.0402, wR2 =
o )
B 109.1230(10) [1>=20 (I)] 0.1095
90 ° Indices R finales R1 =0.0593, wR2 =
v [todos los datos] 0.1174
Volumen 9901.0(7) A3

CulA-Ris muestra una riqueza estructural notable, la Figura 6.28 muestra la

estructura cristalina y la Tabla 6.12 muestra las distancias y angulos de los iones

Cu(ll) con sus atomos donadores.

El compuesto en estado soélido se ordena a través de cuatro atomos de Cu(ll)

alineados en “zig-zag” sobre un plano imaginario que por debajo de dicho plano se

encuentran cuatro moléculas de 4,4’-dmbp coordinanda cada una a un atomo de

Cu(ll) y a su vez, por encima del plano, se encuentran dos moléculas de Ris

coordinanda cada una a dos atomos de Cu(ll).
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Tabla 6.12. Distancias y angulos experimentales de los atomos de Cu(ll) del compuesto CulA-

Ris.
Distancia / A Angulo /°

Cul-N2 | 1.9577(16) = 02-Cul-N2 | 90.60(7) | 09-Cu3-N7 | 92.39(7)
Cu1-05 1.9312(16) | O2-Cu1-N3 159.24(8) 09-Cu3-N8 163.67(8)
Cul-N2 | 2.0006(19) O5-Cui-02 | 95.75(6) | 012-Cu3-03  81.84(6)
Cu1-N3 2012(2) | 05-Cui-N2 | 170.21(8) | N7-Cu3-03 | 104.65(8)
Cu2-03 | 1.9809(16) | O5-Cul-N3 = 91.40(7) | N7-Cu3-012 172.43(8)
Cu2-06 | 1.9391(15) | N2-Cu1-N3 | 80.16(8) | N8-Cu3-03 | 101.66(7)
Cu2-N4 1.9858(19) | O3-Cu2-N4 93.83(7) N8-Cu3-012 94.16(7)
Cu2-N5 1.987(2) | 03-Cu2-N5 | 172.96(8) | N8-Cu3-N7 | 80.84(8)
Cu2-012 | 2.2566(17) | 03-Cu2-O12| 81.85(6) | 0O10-Cud-O3  94.85(7)
Cu3-09 | 1.9299(15) | 06-Cu2-03 | 90.75(6) | 010-Cud-03  90.21(8)
Cu3-012 2.0023(16) | 06-Cu2-N4 160.69(8) | 010-Cu4-03 | 167.11(9)
Cu3-N7 1.997(2) | 06-Cu2-N5 | 92.59(7) |013-Cu4-03| 163.12(8)
Cu3-N8 | 1.9885(19) 06-Cu2-012| 93.82(6) | 013-Cud-03  91.75(8)
Cud-010 | 1.9330(16) | N4-Cu2-N5 | 81.03(8) | N9-Cud-N10  80.46(8)
Cu4-013 1.9515(17) | N4-Cu2-012 105.39(7)

Cu4-N9 2.002(2) N5-Cu2-012 104.10(7)

Cu4-N10 2003(2) | 09-Cu3-03  94.40(6)

03-Cu3 | 2.2387(17) | 09-Cu3-012  90.95(6)

En detalle, cada Ris esta orientada de tal forma que es la imagen especular con
rotacion de 180° de la otra molécula de Ris, los bisfosfonatos de cada molécula de Ris
se encuentran totalmente desprotonados y forman ciclos de 6 miembros al puentear
dos atomos de Cu(ll) diferentes, el N de la piridina se estabiliza como clorhidrato,
generando asi dos fragmentos [Cux(4,4’-dmbp)(Ris)], en donde se mantiene la

relacion 1:1 ya que se partio del dimero CulA.
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Adicionalmente, un oxigeno de un grupo bisfosfonato de cada Ris genera una
interaccion puente entre cada fragmento dinuclear antes descrito. La Figura 6.29

muestra uno de estos fragmentos [Cux(4,4’-dmbp).(Ris)] a detalle.
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Figura 6.28. Diagrama de elipsoides térmicos correspondiente al compuesto CulA-Ris. Los
hidrégenos no se muestran por claridad y se muestran enumerados los atomos de mayor
relevancia, no se muestran interacciones adicionales. Temperatura: 100 K, probabilidad: 50%.
R(%): 4.

Este arreglo da como resultado dos tipos diferentes de atomo de Cu(ll). Los centrales,
Cu2 y Cu3, Figura 6.28, que se encuentran pentacoordinados y presentan geometria

piramidal de base cuadrada y los terminales, Cu1 y Cu4, que no muestran
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interacciones adicionales y por tanto se encuentran tetracoordinados con sus atomos

donadores distribuidos en una geometria cuadrada plana distorsionada.

N1

Figura 6.29. Diagrama de elipsoides térmicos (T=100 K, probabilidad=50%, R=4%)
correspondiente al fragmento [Cuz(4,4’-dmbp).(Ris)]. Se omiten hidrogenos por claridad. Se
observan las estructuras ciclicas que se forman entre el bisfosfonato y los atomos de Cu.

El compuesto se estabiliza por una serie de interacciones supramoleculares. La
orientacion que adoptan los ligantes Ris hace que se generen dos interacciones de
enlace de hidrégeno, Figura 6.30, entre ambos ligantes: el grupo OH del carbono
cuaternario de una molécula de Ris forma dicho enlace con el oxigeno de la molécula
opuesta de Ris. Se miden las distancias de 1.87(2) A y 1.84(3) A para estas

interacciones.
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Figura 6.30. Diagrama de elipsoides térmicos correspondiente al compuesto CulA-Ris. Los
hidrégenos y el esqueleto de las 4,4’-dmbp no se muestran por claridad y se muestran enumerados
los atomos de mayor relevancia. Se muestran las interacciones de hidrégeno, las distancias Cu-O del
centro y la distancia entre los Cu centrales. Temperatura: 100 K, probabilidad: 50%. R(%): 4.

Adicionalmente, el grupo piridinio de uno de los ligantes Ris forma un enlace de
hidrogeno con el oxigeno correspondiente al fragmento P=O de otra molécula de
CulA-Ris localizada dentro de la celda unitaria (la Figura 6.31 muestra esta
interaccion en forma de lineas punteadas rojas). La Tabla 6.13 muestra las distancias

y angulos experimentales de estas interacciones.

Tabla 6.13. Enlaces de hidrégeno presentes en el compuesto CulA-Ris. Se muestran distancias
y angulos Donador-H-Aceptor. '1-x, 1-y, 1-z

D H A d(D-H)/ A d(H-A) / A d(D-A)/ A D-H-A/°
01 H1A 09 0.822(10) 1.872(11) 2.681(2) 168(3)
N1 H1 O7' 0.88 1.77 2.642(2) 173.3
08 HBA 06 0.829(10) 1.842(11) 2.658(2) 167(3)




El grupo piridinio también forma interacciones de apilamiento 1, con una distancia
entre piridinios involucrados de 3.661 A, a lo largo de toda la estructura cristalina. Este
apilamiento se da de manera intercalada con grupos piridinio que presentan la

interaccion de enlace de hidrogeno como se muestra en la Figura 6.31.
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Figura 6.31. Perspectiva sobre el eje ¢ (001) del empaquetamiento cristalino de CulA-Ris en
donde se distinguen las interacciones 1 (lineas punteada gris) y las interacciones de enlace de
hidrégeno (lineas punteadas rojas).

Otra caracteristica que muestra CulA-Ris en su arreglo supramolecular es la
presencia de canales en dos dimensiones, ver Figura 6.32. La distancia a lo largo del
eje b es de 12.307 A y la distancia a largo del eje ¢ es de 17.882 A en una vista a

través del eje a (100).
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Figura 6.32. Perspectiva sobre el eje a (100) del empaquetamiento cristalino de CulA-Ris en donde
se distinguen las interacciones de enlace de hidrégeno (lineas punteadas rojas) entre los grupos
piridinio y los dtomos de oxigeno de los fragmentos P=0 de Ris. También se observan los canales
supramoleculares en 2D, cuyas distancias se muestran en lineas punteadas grises.

6.4 Citotoxicidad.

La tabla 6.14 muestra los valores obtenidos en los ensayos de citotoxicidad en células
sanas y estos resultados se visualizan en las Figura 6.33. Se muestran los datos
obtenidos a 1 uM ya que a 10 yM los compuestos resultan ser bastante citotoxicos
(entre 80-100% de inhibicion), una caracteristica esperada ya que esto demuestra que
la inclusién de un i6n metalico y un ligante intercalador genera especies quimicas mas

potentes en comparacién con los ligantes bioactivos libres.
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Tabla 6.14. Valores obtenidos en el ensayo de citotoxicidad en celulas no cancerosas a 1 uyM y 10 uM de
analito. FGH: Fibroblastos gingivales humanos, COS-7: linea celular de rifidn de mono (no cancerosa), NC: no
citotoxico.

% de inhibicion de crecimiento celular
Compuesto
FGH 1 uM FGH 10 pM COS-71 uM COS-7 10 uM
Ris 13.96 35.24 10.71 4.09
Zol 33.94 69.18 29.35 36.84
CulA-Ris 14.16 87.21 11.50 100
CulA-Zol 28.47 84.55 32.11 100
CulB-Ris 12.18 100 14.01 100
CulB-Zol 25.12 100 49.24 100
100
90
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70
5 60 FGH
O
:.c:> 50
_-E 40
X 30 m COS-7

20
° l H B
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o

Compuesto (1uM)

Figura 6.33. Citotoxicidad in vitro de los farmacos libres y los complejos ternarios sobre FGH y COS-7 a
concentracion de analito 1 uM.

Se puede observar que, Tabla 6.14, la inclusién de los farmacos Ris y Zol en un
compuesto ternario de Cu(ll) con un ligante secundario intercalador de ADN aumenté
su toxicidad sobre FGH y COS-7 a una concentracion de 10 uyM, a esta concentracion
los cuatro compuestos ternarios presentaron mayor citotoxicidad que los farmacos
libres. A 10 uM se observa que los derivados ternarios de CulA son menos citotdxicos

sobre FGH que los derivados ternarios de CulB (sin embargo los cuatro son
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igualmente toxicos en COS-7). Los resultados obtenidos a 1 yM de analito son
interesantes ya que se observa que, Figura 6.33, los compuestos ternarios con Ris
como ligante bioactivo (CulA-Ris y CulB-Ris) tienen citotoxicidades similares a las del
ligante Ris libre y son menos citotoxicos que los derivados de Zol (CulA-Zol y CulB-
Zol).

La Tabla 6.15 muestra los resultados de la evaluacion citotoxica in vitro de los
farmacos libres y los compuestos ternarios contra seis lineas celulares cancerosas y
una linea sana a una concentraciéon de 5 uM, estos resultados se visualizan en la
Figura 6.34.

Los cuatro compuestos ternarios mostraron actividad contra las seis lineas celulares
cancerosas. De estos cuatro compuestos, CulA-Ris presentd la menor citotoxicidad
(74% de inhibicidon) contra la célula sana de comparacion (COS-7) mientras que
presenté altos porcentajes de inhibicion para las lineas U251, MCF-7 y SKLU-1,
100%, 100% y 93.55% respectivamente.

De forma notable, CulA-Ris no es citotoxico para la linea PC-3 y muestra % de
inhibicion bajos para las lineas K562 y HCT-15 mientras que los otros tres complejos
ternarios si muestran actividad para estas lineas. Sin embargo, CulB-Ris, CulA-Zol y

CulB-Zol presentan % de inhibicién mayores del 90% contra COS-7.

Tabla 6.15. Valores obtenidos en el ensayo de citotoxicidad en celulas cancerosas a 5 uM de analito.
U251: glia de sistema nervioso central, PC-3: préstata, K562: leucemia, HCT-15: colén, MCF-7:
mama, SKLU-1: pulmén, COS-7: linea celular de rifidn de mono (no cancerosa), NC: no citotoxico.

Muestra % de inhibicion de crecimiento celular
U251 PC-3 K562 @ HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1 COS-7
Ris 2.94 NC 0.73 NC 11.69 9.85 10.71
Zol 2.61 NC 0.53 NC 20.94 7.68 8.35
CulA-Ris 100 NC 15.09 9.32 100 93.55 73.79
CulA-Zol 100 83.0 60.5 41.04 100 88.78 93.41
CulB-Ris 100 100 63.4 58.99 100 100 100
CulB-Zol 100 94.35 52.0 32.19 100 100 100
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Figura 6.34. Perfil inhibitorio de los cuatro complejos ternarios y de los farmacos libres, a
concentracion 5 uM, sobre las seis lineas cancerigenas de estudio y la linea sana COS-7.

6.5 Pruebas en T. cruzi.

La Figura 6.35 muestra los resultados obtenidos de actividad antiparasitaria de CulA-

Ris y CulB-Ris contra T. cruzi cepa Querétaro.

Se observd un efecto de disminucion en el numero de parasitos en los tratamientos
con respecto al control negativo (PBS). Cabe sefialar que la cepa T. cruzi Qro en el
tiempo de las 24 horas de exposicion, tuvo un efecto significativo el compuestos de
CulA-Ris (5 pM), con un porcentaje de inhibicion de 71% mientras que con el NaRis
fue solo de 39%. La inhibicion con los compuestos probados fue mas evidente a las

72 horas de tratamiento.
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Figura 6.35. Numero de parasitos de T. cruzi Querétaro expuestos al compuesto CulA-Ris y CulB-Ris
durante 24 horas (A), 48 horas (B) y 72 horas (C). El experimento se inicié con 2x10° parasitos/pozo. Se
evaluaron a las concentraciones (0.5, 1.0 y 5.0 uM) empleando como control positivo Beznidazol (BZ 100
M) y como control negativo PBS (Na,HPO, 8.1 mM, KH.PO, 1.5 mM), ademas se usé un control comercial
(NaRis) en las concentraciones (0.5, 1.0 y 5.0 yM).

El numero de parasitos fueron graficados y analizados mediante una ANOVA de 1 via realizando una Prueba

Post Test de comparaciones multiples de Tukey, empleando el Software GaphPad Prism 5. Los resultados
fueron considerados significativos cuando p<0.05.

Los resultados se presentan como el promedio +/- la desviacion estandar de 3 experimentos independientes
por triplicados. El asterisco representa las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

comparado con el control negativo (PBS) (p < 0.05). ANOVA ****(p < 0.0001), ***(p = 0.0002), **(p = 0.0021),
*(p = 0.033).
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7. Conclusiones.

En este trabajo se logro la sintesis y caracterizacion completa de dos compuestos de
coordinacién, CulA: [Cux(4,4-dmbp).Cls]-H.O y CulB: [Cux(5,5-dmbp).Cls]. Los
complejos CulA y CulB fueron utilizados como precursores y se logrdé obtener una
serie de compuestos de formula general [Cu(bipy)(L)], donde bipy= 4,4’-dmbp/5,5’-

dmbp, L= Ris/Zol y se caracterizd el complejo ternario mas estable CulA-Ris.

Se lograron obtener cristales de alta calidad para caracterizar estructuralmente via
DRX los compuestos CulA y CulA-Ris mientras que para CulB se desarrollé un

modelo de conectividad mediante dicha técnica.

Los cuatro complejos ternarios (CulA-Ris, CulB-Ris, CulA-Zol y CulB-Zol) tienen
estabilidad termodinamica. Mediante espectrofotometria UV-Vis se calcularon las
constantes de asociacién aparentes entre los precursores CulA/CulB y los farmacos
Ris/Zol, obteniendo los siguientes valores: CulA-Ris K;+=41.10 + 1.00 x10* M"!, CuB-
Ris K;..= 38.20 = 0.15 x10* M", CulB-Zol K;.;= 16.10 + 0.15 x10* M y CulA-Zol K;.+=
6.40 £ 0.30 x10* M.

Los complejos ternarios sintetizados tienen mayor solubilidad en medios acuosos
neutros que los farmacos libres (e.g. >30mg/mL CulA-Ris comparado con 12mg/mL

NaRis) y también presentan estabilidad cinética en las mismas condiciones.

Finalmente, los cuatro complejos ternarios obtenidos presentan mayor actividad
antiparasitaria contra T. cruzi cepa Querétaro comparados con los farmacos libres (a
24 y 48 h de exposicion) y presentan actividad anti tumoral en, al menos, seis lineas
celulares cancerosas humanas. Se hace énfasis en CulA-Ris que present6 la menor
toxicidad contra células sanas (COS-7 y FGH) de la serie de cuatro complejos

ternarios.

Por lo tanto, se concluye que se pueden obtener complejos de Cu(ll) estables,
solubles en medios acuosos y con actividad antiparasitaria y anti tumoral a través de

la sintesis directa de los precursores CulA y CulB con los farmacos Ris y Zol.
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Anexo 1. Espectros IR-ATR materias primas
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Figura A1.1 Espectros ATR del compuesto CuCl,
2H,0: (a) regidon completa (b) regién IR-lejano

Figura A1.2 Espectros ATR de los ligantes bioactivos

utilizados: (c) NaRis 2.5H,0, (d) Acido Zoledronico
monohidratado
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Figura A1.3 Espectros ATR de los ligantes intercaladores utilizados: (e) 4,4'-

dimetil-2,2’-bipiridina, (f) 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina

82



Anexo 2. Sintesis general compuestos ternarios y
sus espectros IR-ATR, MS-ESI y RPE.

Sintesis general.

Se disolvio la cantidad deseada de precursor (CulA o CulB) en 30.0 mL de H.O destilada
en un matraz bola de 50.0mL y se dejo en agitacion hasta la solubilizacion total del
precursor, se dejo en agitacion durante 30 min mas después de la disolucion. Por
separado se disolvio en un vial con 4.0 mL de H,O destilada el farmaco deseado y se
anadio el volumen necesario de una disolucion stock de NaOH (1 equivalente para RisNa
2.5H,0 y 2 equivalentes para A.Zol H;O) para generar el farmaco dianiénico, se dejo en

agitacion esta disolucion durante 30 min.

Manteniendo la agitacién, se goted la disolucion de farmaco a la disolucién de precursor
en el matraz bola. Finalizada la adicion de farmaco, la disolucién se dejo en agitacion
durante 2 h, después se rotoevaporo a 1/3 del volumen original y se trasvasoé la
disolucion resultante a un vaso de precipitado de fondo plano, se dejé en reposo la

disolucion.
En las sintesis llevadas a cabo en este trabajo se utilizé un stock de NaOH 0.26 M, 0.4

mmol de precursor (CulA y CulB) y 0.4 mmol de farmaco (Ris y Zol) para los cuatro

compuestos ternarios sintetizados (CulA-Ris, CulB-Ris, CulA-Zol y CulB-Zol).
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CulA-Ris (ESI+)
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Figura A2.1 (a) Ampliacion de la region 800-840 m/z del espectro ESI + experimental del compuesto CulA-Ris.
Se observan dos sefales predominantes con su patron isotépico: 811.8 m/z y 834.0 m/z que pueden
corresponder a los iones moleculares [C31Hs3ClICu2NsO7P2]" y [C31H32CICu2NsNaO-P-]* respectivamente. (a1)
Patron isotdpico tedrico calculado para [C31HssCICu:NsO;P2]*. (a2) Patrén isotdpico tedrico calculado para
[C31H3CICu:NsNaO,P-]*. Se observan coincidencias, mas no resolucion isotdpica total, entre las sefiales 811.8
m/z y 834.0 m/z del espectro experimental y los tedricos calculados (a1) y (a2).
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CulB-Ris (ATR y ESI+)
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Figura A2.2 Espectros ATR del compuesto CulB-Ris: (b1) regidon completa (b2) regién IR-lejano
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Sample Name  CulB-Ris Instrument esquires000
Comment #14810

Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode SadiMormal Scan Begin 200 miz Scan End 1800 m/z
Capiltary Exit 145.8 Vot Skim 1 40.0 Violt Trap Drive B7.4
Accumulation Time 3344 ps Averages 5 Spectra Auto MSMS off
Intens. +ME, 0.0-1.Zmin #{1-11), 100%=113242
105 600.9
1.0
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Figura A2.3 Espectro ESI + del compuesto CulB-Ris, se observa el ién molecular [C31HzCu,NsO7P2]*
en 776.6 m/z
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CulA-Zol (ATR y ESI+)
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Figura A2.4 Espectros ATR del compuesto CulA-Zol: (c1)
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Sample Name CulA-Zol Instrurment esquireG000
Comment #15315
Acquisition Parameater
lon Source Type ESI lon Polanity Positive Allernating lon Polarity off
Mass Range Mode Sid/MNomal Scan Begin 200 miz Scan End 1800 miz
Capillary Exit 145.0 Volt Skim 1 40.0 Vot Trap Drive 86.5
Accumulation Time 38265 ps Averages 5 Spectra Auto MEMS off
Intens. +M35, 0.0-1.Zmin #(2-62), 100%=20765
x104
1 7649

2.0
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Figura A2.6 Espectro ESI + del compuesto CulA-Zol, se observa el i6n molecular [C2sH3,Cu2NsO7P,]*
en 764.9 m/z. Este ion molecular es analogo a las especies con Ris (776 m/z), en este caso se hace
notar el menor peso del zoledronato comparado con el risedronato.
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CulB-Zol (ATR y ESI+)
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Figura A2.7 Espectros ATR del compuesto CulB-Zol: (d1) regién completa (d2) regi
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Sample Name CulB-Zol Instrument esquires000
Comment #15316

Acquisition Parameter

lon Source Type ESi lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Sta/Mormal Scan Begin 200 miz Scan End 1800 miz
Capillary Exit 145.0 Violt Skim 1 40.0 Vot Trap Drive BE.5
Accumulation Time 14137 ps Averages 5 Spectra Auto MS/MS off
Intens MS. 0.0-7.2min #(1-71), 100%=80320
104 764.9 ' mn &) .

5 4
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Figura A2.8 Espectro ESI + del compuesto CulB-Zol, se observa el ion molecular [C2sH3.Cu:NsO7P,]*
en 764.9 m/z. Este ion molecular es analogo a las especies con Ris (776 m/z), en este caso se hace
notar el menor peso del zoledronato comparado con el risedronato.
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Espectros RPE
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Figura A2.9 Espectro RPE (Banda X, frecuencia 9.5 Figura A2.10 Espectro RPE (Banda X, frecuencia
GHz) del compuesto CulA-Ris a una concentracion 9.5 GHz) del compuesto CulB-Ris a una
2 mM en una disolucién de H,O a 77K concentracion 2 mM en una disolucion de H,O a 77K
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Figura A2.11 Espectro RPE (Banda X, frecuencia Figura A2.12 Espectro RPE (Banda X, frecuencia
9.5 GHz) del compuesto CulA-Zol a una 9.5 GHz) del compuesto CulB-Zol auna
concentracion 2 mM en una disolucion de H,O a 77K ;(;?(centramon 2 mM en una disolucion de H>O a
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