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1.1  Quimica Inorganica Medicinal

Los iones metalicos juegan un papel importante en organismos vivos debido a que
participan de numerosos procesos biologicos. Por ejemplo, el ion ferroso en la
hemoglobina es fundamental para el transporte de oxigeno, los iones calcio son un
componente vital de los huesos y otros elementos de transicion son esenciales para el
funcionamiento de enzimas [1]. La Quimica Bioinorganica es el area de la Quimica que
estudia la funcion de los iones metalicos en sistemas bioldgicos, incluyendo el estudio de
fendmenos naturales como el comportamiento de metaloproteinas, o fendémenos
artificiales relacionados con la importancia de éstos en medicina y toxicologia [2]. De
este Gltimo punto emerge un area denominada Quimica Inorganica Medicinal que esta
relacionada, entre otros aspectos, con el estudio y desarrollo de complejos metalicos con

actividad terapéutica o de diagndstico [1,3].

Si bien la Quimica Inorgdnica Medicinal es un éarea relativamente joven, el valor
terapéutico de los iones metalicos ha sido conocido desde hace miles de afios. Por
ejemplo, la utilizacion de plata, oro y hierro para “curaciones magicas” data de hace mas
de cinco mil afios [1]. Uno de los primeros metalofarmacos con aplicaciones terapéuticas
fue sintetizado en 1912 por el cientifico Paul Ehrlich. Este farmaco llamado Salvarsan es
un compuesto de As que fue utilizado para el tratamiento de la sifilis [4] hasta que fue
reemplazado por la penicilina después de la segunda guerra mundial [5]. Sin embargo, el
inicio de la Quimica Inorganica Medicinal moderna comenzé luego del descubrimiento
de las propiedades anticancerigenas del cisplatino, que serd abordado en profundidad mas
adelante.

La Quimica Inorganica Medicinal presenta dos focos principales de estudio. Por un lado,
farmacos (ligandos) que poseen blancos de accion que son determinados por la presencia
de iones metalicos en los sistemas biologicos, como por ejemplo los metales presentes en
el sitio activo de enzimas. Por otro lado, compuestos metélicoses en los que el ion
metalico juega un rol fundamental para la actividad farmacoldgica del compuesto [2].
Independientemente de esta categorizacion, que en muchos casos resulta util, la Quimica
Inorganica Medicinal abarca un amplio rango de aplicaciones médicas como lo son: la
suplementacion de elementos esenciales, el uso de compuestos metéalicos como agentes

terapéuticos y de diagnostico, radiofarmacos de terapia y diagnostico, agentes de



contraste para MRI, inhibidores enzimaticos, reconocimiento de proteinas, entre otros
[3,6]

En el proceso de investigacion y desarrollo de nuevos farmacos, la participacion de la
quimica inorganica ha generado que se amplie el rango de elementos quimicos
disponibles para el uso medicinal, incluyendo elementos metalicos radiactivos o
altamente tdéxicos. Algunos metalofarmacos disefiados como agentes terapéuticos
actualmente son utilizados para el tratamiento médico en enfermedades humanas y otros
se encuentran en fases clinicas avanzadas. El cisplatino (cis-diaminodicloro-platino(Il))
es uno de los farmacos mas utilizados en la terapia antitumoral, y otros complejos basados
en platino como el carboplatino, oxaliplatino, nedaplatino, también son utilizado en
clinica en algunos paises como agentes anticancerigenos (éstos seran abordado en detalle
mas adelante). Otros ejemplos de la participacion de la Quimica Inorganica Medicinal en
el desarrollo de farmacos lo constituyen el tris(8-hidroxiquinolinato) de galio(l11) (KP46)
que presenta propiedades antitumorales y cuya formulacion via oral actualmente se
encuentra en fase clinica [7,8], y algunos complejos de rutenio (111) que avanzaron hasta
ensayos clinicos de fase Il (que seran mencionados en detalle mas adelante) [9]. Por otro
lado, los radiofarmacos terapéuticos (que son capaces de administrar dosis citotoxicas de
radiacion dirigidas directamente al tejido local) se emplean comlUnmente en etapas
avanzadas del cancer de prostata, de mamas, de pulmén, de vejiga y de tiroides [10]. Por
ejemplo, se utilizan soluciones salinas inyectables de *33Sm y &Sr para el tratamiento del
dolor paliativo del cancer metastasico de hueso, compuestos de Y se utilizan para el
tratamiento del linfoma no Hodkin y complejos de 1%¢Ho, 18¢18Re, 213Bj, 255A¢, 288Lu que
estan actualmente en ensayos clinicos para el uso contra diversos tipos de cancer.
También se han desarrollado metalofarmacos con propiedades antimicrobianas vy
antiparasitarias. Por ejemplo, el fa&rmaco Ilamado melarsoprol es un compuesto de
arsénico utilizado contra la Tripanosimiasis Africana Humana y el compuesto de
antimonio (Pentostam®) es utilizado para el tratamiento de la leishmaniasis [11]. Otros
compuestos metalicos se utilizan también como bactericidas como, por ejemplo, los
complejos de bismuto utilizados contra la bacteria Helicobacter pylori causante de
gastritis tipo B, ulceras en el tracto gastrointestinal y cancer gastrico [12], o los unglientos
de Ag(l) que son utilizados para la reparacién y tratamiento de infecciones resultantes de

guemaduras de segundo y tercer grado [13,14].



Los compuestos de coordinacion con actividad terapéutica pueden clasificarse en dos

grandes grupos.

a)

b)

La actividad farmacoldgica es debida a la presencia del metal: En este tipo de
compuestos el ion metélico es el responsable de la accion terapéutica. Los
ligandos del complejo en su forma libre no presentan actividad farmacoldgica,
pero sin embargo la union de éstos al centro metalico, genera un efecto
beneficioso sobre la biodisponibilidad y biodistribucion, lo que puede resultar en
un efecto positivo sobre la actividad bioldgica o en una disminucion de la
toxicidad.

Complejos metalicos con ligandos bioactivos: En este grupo de compuestos, el
o0 los ligandos del complejo son moléculas bioactivas, es decir, son moléculas
organicas que presentan en su forma libre una actividad farmacologica
determinada. La coordinacion de estas moléculas bioactivas a diferentes centros
metalicos puede mejorar su perfil farmacoldgico. La interaccién metal-ligando
bioactivo, genera en muchos casos un efecto sinérgico entre las caracteristicas
farmacoldgicas del ligando y del metal. La formacion del complejo puede
aumentar la biodisponibilidad del ligando bioactivo, debido a que esta unién va a
modificar la solubilidad, la lipofilia y la estabilidad de la molécula. Esta unién al
metal puede generar que el farmaco organico tenga un mayor tiempo de residencia
en el organismo, permitiéndole asi alcanzar el blanco terapéutico de manera mas
eficiente, y de esta forma mejorar su indice terapéutico, ya sea por incremento de
la actividad bioldgica, por disminucion de la toxicidad, o ambos. Ademas, es
posible que al estar inmerso en el compuesto de coordinacion, la molécula
bioactiva logre evadir los multiples mecanismos de resistencia celular (que es uno
de los problemas frecuentemente observados en la terapia con agentes
quimioterapéuticos) debido a que la molécula se encontraria “disfrazada” en una
nueva entidad quimica (compuesto de coordinacidn) que no seria suceptible a los
procesos moleculares de rechazo contra el farmaco.

En relacion al &tomo metalico, la coordinacion del ligando organico bioactivo
puede generar una disminucion de la toxicidad del metal, ya que al estar
coordinado se encuentra menos biodisponible para participar de reacciones
indeseadas, como por ejemplo, la inhibicién de enzimas u otras reacciones que

generan efectos dafiinos para el organismo [15,16]. Algunos ejemplos del



sinergismo metal-farmaco son los complejos insulinomiméticos de vanadio con
ligandos biguanidas [17], los complejos tripanosomicidas de rutenio con el
ligando clotrimazol [18] o complejos antitumorales de cobre con

tiosemicarbazonas [19].

A continuacion se presentan algunos de los ejemplos més relevantes de la actividad
farmacoldgica de compuestos de coordinacion de platino, paladio, rutenio y renio,

metales que son los metales involucrados directamente en este Trabajo de tesis.
1.1.1. Complejos metalicos de platino y paladio

Como se mencion0 anteriormente, el descubrimiento de la actividad anticancerigena del
cisplatino (cis-diaminodicloro-platino (1)) marcd el inici6 del desarrollo de la Quimica
Inorganica Medicinal moderna. La actividad farmacoldgica de este compuesto fue
descubierta accidentalmente en el afio 1965 por el biofisico Rosenberg, quien demostro
que el complejo de la figura 1.1 era capaz de inhibir in vitro la reproduccion de
Escherichia coli [1,20-22]. Si bien en aquella época sélo los compuestos organicos
estaban aceptados como apropiados para el uso medicinal en humanaos, y la utilizacion de
compuestos metalicos se veia truncada por los posibles efectos toxicos, Rosenberg luego
de realizar numerosos ensayos y a través del National Cancer Institute, finalmente logré

presentar la patente del cisplatino para su uso como agente anticancerigeno en el afio 1979

[1].

cl NH,
N . /
a” D NH,

Figura 1.1: Estructura del farmaco cisplatino.
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Luego de este importante descubrimiento, se desarrollaron numerosas investigaciones
para comprender el modo de accion por el cual actia este compuesto anticancerigeno.
Uno de sus principales mecanismos se basa en la formacion de aductos con el ADN
[1,23]. El cisplatino es administrado como un complejo neutro por via intravenosa, y es
transportado por el torrente sanguineo (donde sufre hidrolisis parcial, que es una de las
causas principales de su toxicidad) e ingresa a la célula cancerigena, preferentemente
mediante transporte pasivo (figura 1.2) [24]. En el interior de la célula el complejo se
hidroliza, generando un complejo con carga positiva que es atraido por la carga negativa
externa del ADN. Posteriormente, el complejo hidrolizado se coordina a los &tomos de
nitrégeno de las bases del ADN, principalmente guanina, y en menor grado a adenina y
citosina [25]. Esto provoca desenrrollamiento y flexion del ADN que evita la

transcripcion y replicacion de la biomolécula, inciando la apoptosis celular [26].

Figura 1.2: Representacion esquematica del mecanismo de accion del farmaco cisplatino.
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Con el fin de evitar los efectos toxicos del cisplatino, se han desarrollado otros complejos
basados en platino para su uso en terapia antitumoral. El carboplatino y el oxaliplatino
han sido aprobados por el FDA (Food and Drug Administration) y se encuentran en uso
clinico. El nedaplatino, lobaplatino y heptaplatino se encuentran en ensayos clinicos en
los Estados Unidos, pero ya estan en uso clinico en Japon, Chinay Corea del Norte (figura
1.3).

Farmacos aprobados por FDA

H
N
Pt
RN
N 0 o
Hy
carboplatino o oxaliplatino

Farmacos en ensayos clinicos (en Estados Unidos)

Oy
H, ‘., NH, o
(0] SN o ~ /
H;N 0 Pt
\Pt/ \Pt/ i >\< /(:NH/ \0
RN N o 0 ’
N o} .

H H

nedaplatino lobaplatino heptaplatino o

Figura 1.3: Metalofarmacos de platino utilizados en terapia antitumoral.

Los farmacos antitumorales de Pt(Il) han presentado algunas desventajas como efectos
secundarios adversos, resistencia de los tumores, baja solubilidad en medio acuoso, entre
otras. En este marco, otra de las estrategias utilizadas para disefiar nuevos agentes
antitumorales con propiedades farmacoldgicas mejoradas, ha sido la de modificar la
naturaleza del ion de metalico central. Entre los primeros complejos metalicos “sin
platino” que fueron estudiados para el tratamiento del cancer se encuentran los derivados
de paladio(Il). Esto fue motivado por las similitudes quimicas existentes entre ambos
iones metalicos, y en particular la analogia estructural encontrada en complejos con estos
metales [27]. En general, los complejos de Pt(11) son termodindmicamente mas estables
y poseen una cinética de sustitucion mas lenta que los de Pd(11); de hecho los compuestos

de Pd(II) intercambian ligandos 10%-10° veces mas rapido que los analogos de Pt(ll).
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Debido a este rapido intercambio de ligandos, los derivados de paladio(ll) pueden no
mantener su integridad estructural en fluidos biolégicos durante el tiempo necesario para
alcanzar los objetivos farmacoldgicos. Sin embargo, la eleccion correcta de los ligandos
es determinante para modificar la reactividad de los complejos de paladio [28]. De esta
manera, se han sintetizado numerosos complejos de paladio(ll) que han mostrado
prometedoras caracteristicas antitumorales, especialmente con ligandos aromaéticos
nitrogenados, tales como los derivados de piridina, quinolina, pirazol y 1,10-fenantrolina,
y ligandos quelantes N,S como los derivados de tiosemicarbazonas y ditiocarbamatos
[29-33].

1.1.2 Complejos metalicos de rutenio

En la bUsqueda de nuevos metalofarmacos anticancerigenos “sin platino”, los complejos
de rutenio también han sido unos de los mas estudiados. Esto es debido a algunas
propiedades quimicas y biologicas que ofrecen los compuestos basados en este metal y

que los hacen adecuados para el estudio y desarrollo de potenciales farmacos [34,35].

Los compuestos de rutenio presentan en general una baja toxicidad, probablemente
debido a las similitudes metabolicas existentes entre rutenio y hierro. Los estados de
oxidacion bioldgicamente relevantes del rutenio, (11) y (I11), presentan una gran afinidad
por ligandos nitrogenados y azufrados presentes en los sistemas biol6gicos como el ADN,
enzimas y proteinas. En algunos complejos, los potenciales de reduccion del par redox
Ru''/Ru" estan comprendidos dentro de los rangos de potencial asequibles a nivel
bioldgico, permitiendo la biorreduccién de estos compuestos en el medio. En particular,
agentes reductores, como glutatién, ascorbato y algunas enzimas, son capaces de reducir
Ru(l11) a Ru(ll), y por el contrario, el oxigeno molecular y la enzima citocromo oxidasa
son capaces de oxidar el ion Ru(ll) a Ru(lll). De esta manera, es posible obtener
profarmacos basados en rutenio que podrian activarse en los tejidos tumorales hipdxicos
mediante un proceso de biorreduccién, y a su vez, reoxidarse en células normales
oxigenadas lo que conduciria a una mayor selectividad y a una baja toxicidad en células
normales [36]. La geometria octaédrica de los complejos hexacoordinados de Ru(ll) y
Ru(lll) permite la interconversion in vivo entre ambos estados de oxidacién, sin

requerimientos energéticos extra para posibles rearreglos estructurales. Ademas, esta
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geometria amplia las posibilidades de union a posibles dianas terapéuticas en
comparacion a la geometria plano cuadrada de los compuestos de Pt(Il). Por otro lado,
como se ha mencionado, el intercambio de ligandos es un factor determinante en la
actividad bioldgica, ya que esta directamente relacionado con la estabilidad del complejo
y con los procesos de activacion, desactivacion y detoxificacion en el medio bioldgico.
La cinética de sustitucion de ligandos en complejos de rutenio (1) y (111) es similar a la
de los complejos de Pt(l1), siendo los complejos de Ru(lll) mas inertes a la sustitucion.

Por otro lado, las células cancerigenas se caracterizan por poseer una demanda de hierro
superior que las células normales. Esto conlleva a que posean receptores de transferrina
en la superficie celular que presentan una alta selectividad hacia los aductos de
transferrina con compuestos de Ru(Il) y Ru(l1) circulantes en sangre [37]. La transferrina
es la encargada de transportar el ion férrico en la sangre, pero s6lo 1/3 de sus sitios estan
ocupados por dicho metal. El resto de las posiciones vacantes podria ser ocupado por
iones rutenio, lo que generaria una disminucion de la toxicidad de sus compuestos y un

transporte selectivo hacia las células tumorales [38,39].

La potencialidad anticancerigena de los complejos de rutenio fue examinada por primera
vez por Clarke y col., quienes estudiaron los cloro-amino derivados de formula general
[Ru(NHs)s-xClx]’*. En particular, los complejos [Ru""CI(NHz3)s]*, cis-[Ru"'Cl2(NH3)4]" y
fac-[Ru"'Cls(NHs)s] fueron disefiados en analogia al cisplatino, ya que contienen ligandos
cloruro sustituibles para una posible unién al ADN [40,41]. Si bien estos compuestos
mostraron buena actividad antitumoral, presentaron baja solubilidad. Esto fue mejorado
al reemplazar los ligandos NH3 por moléculas dimetilsulfoxido (dmso). Estudios iniciales
in vitro e in vivo realizados por Mestroni, Alessio y col. en complejos cis y trans
[Ru'""Cl>(dmso)4] revelaron resultados alentadores de actividad anticancerigena [42]. Los
compuestos mas prometedores fueron los complejos Na{trans-[Ru'"'Cls(dmso)(Im)]}
(NAMI) y su sal de imidazolio ImH{trans-[Ru"'Cls(dmso)(Im)]} (NAMI-A, Im =
imidazol) (figura 1.4 a). Este Gltimo compuesto mostr6 en diversos ensayos preclinicos
interesante actividad antimetastasica en un amplio rango de tumores, como la metastasis
pulmonar [43]. Sin embargo, los malos resultados obtenidos en ensayos clinicos de fase
I y Il detuvieron los estudios para su posible aplicacion [44]. Por otro lado, se desarroll6
el complejo IndH{trans-[RuCl4(Ind).]} (KP1019, Ind = indazol) (figura 1.4 b), el cual ha

superado los ensayos clinicos de fase | como agente antineoplasico. Su mecanismo de
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accion y el transporte hacia el interior de las células estdn asociados a su union a la
transferrina [45,46].

C]. //////I,

\\\\\\\\\(:1

NAMI-A
Figura 1.4: Estructura de los compuestos (a) NAMI-A 'y (b) KP1019.

(ImH)

1.1.3 Complejos metélicos de renio

(b)

KP1019

(IndH)

El tecnecio es uno de los elementos quimicos mas usados en Medicina Nuclear formando

compuestos de coordinacion del radionucleido Tc-99m. Un radiofarmaco muy utilizado

en clinica como agente de diagnostico para obtener imagenes del miocardio es el

Cardiolite®, que es un complejo de **™Tc con ligandos metoxiisobutilisonitrilo [47]. Su

ubicacion en la Tabla periddica determina que el renio y el tecnecio posean similitudes

quimicas que hacen que complejos anadlogos con estos centros metélicos posean

propiedades fisicoquimicas similares, en particular aquellas propiedades determinadas
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por el radio atomico o idnico, como por ejemplo, la geometria e indice de coordinacion,

distancias y angulos de enlaces, lipofilia, entre otras [48,49].

En este sentido, numerosas investigaciones se han enfocado en desarrollar métodos
sintéticos y diversos estudios sobre complejos analogos a los de tecnecio, basados en
renio. Sin embargo, las diferencias en la cinética de sustitucion de ligandos y en las
propiedades redox de los complejos analogos, determinaron diferencias cuando éstos
fueron evaluados en medios bioldgicos. En particular, estos compuestos analogos de Tc
y Re mostraron distinta estabilidad in vitro e in vivo, diferente afinidad hacia
biomoléculas y distinta biodistribucion [50-53]. Especificamente, los complejos de renio
(1) han atraido la atencion de los investigadores debido a sus caracteristicas fisicoquimicas

que determinan una importante potencialidad en aplicaciones biolégicas [54-56].

1.2 Quimica Bioorganometalica

1.2.1 Compuestos organometalicos

La quimica organometalica es un punto de contacto unificador entre la quimica inorganica
clasica y la quimica orgéanica. La caracteristica principal de los compuestos
organometalicos es que existe al menos un enlace metal-carbono en la interaccion entre
el metal y el (o los) ligando(s) [57,58]. El primer compuesto organometalico, publicado
en el afio 1831, fue la denominada sal de Zeise de formula KPtCl3z-C2H4-H20 (figura 1.5)
[59]. Sin embargo, los primeros estudios desarrollados sobre compuestos
organometalicos de metales de transicion fueron iniciados a finales del siglo X1X con el

desarrollo de complejos con ligandos carbonilos de aplicacion en metalurgia [60-62].
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Figura 1.5: Estructura de la sal de Zeise.

Un importante avance en el desarrollo de la quimica organometalica de metales de
transicién ocurrié a mediados del siglo XX luego del descubrimiento y elucidacién
estructural del ferroceno [Fe''(CsHs).] [63—-65] (figura 1.6). Este descubrimiento confirmo
por primera vez la presencia del enlace organometalico Fe-C, y reveld la estructura

“sandwich” de este compuesto.

Figura 1.6: Estructura cristalina del ferroceno. Los atomos de hidrogeno no fueron
incluidos para una mejor comprension de la estructura.
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Los compuestos organometalicos pueden tener uno o varios enlaces metal-carbono, y a
su vez, uno o mas dtomos metalicos. En estos compuestos, los ligandos pueden unirse al
metal a través de diferentes niumeros de 4&tomos de carbono. Este concepto se denomina
hapticidad, y se denota con la letra griega eta (n) y un superindice numérico indicando el
numero de atomos de carbono que interaccionan directamente con el centro metalico
[57,58]. Asi por ejemplo, y como se detallard en capitulos posteriores, un ligando como
el ciclopentadienilo puede unirse al centro metalico por un &tomo de carbono (hapticidad
1, n), por tres atomos de carbono (hapticidad 3, n®) o cinco atomos de carbono
(hapticidad 5, n°).

En los compuestos organometalicos, los ligandos C-dadores poseen la capacidad de
unirse al atomo metélico de varias formas, generando asi complejos con distintas
estructuras y estequiometrias. Para predecir la estabilidad de un complejo organometéalico
se utiliza la denominada “regla de los 18 electrones” o regla del numero atomico efectivo
[57], la cual sefiala que cuando el metal alcanza una configuracién en la capa externa
ns2(n-1)d*np®, existen 18 electrones en los orbitales de valencia lo que le confiere una
configuracién de alta estabilidad (configuracion de capa cerrada). A pesar de que esta
regla se cumple en la mayoria de los casos, existen evidencias de complejos que se
estabilizan con 16 electrones [66], como por ejemplo la sal de Zeise de la figura 1.5.

El desarrollo y estudio de los compuestos organometalicos estaba inicialmente enfocado
hacia su aplicacion como catalizadores de diversos procesos debido a que son excelentes
candidatos para su uso en reacciones donde se requieren transformaciones moleculares
en las cuales es necesario que los reactivos se coordinen con facilidad al atomo metélico
y que a su vez, los productos se eliminen facilmente de la esfera de coordinacion del
mismo. Sin embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado diferentes compuestos
organometalicos aplicados a sistemas bioldgicos, ya sea para su uso como catalizadores
bioldgicos (al participar como cofactores de enzimas) o su aplicacion en terapia, entre

otras aplicaciones bioldgicas posibles.

1.2.2 Compuestos bioorganometalicos
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Los compuestos organometalicos, en comparacion a los complejos de coordinacién
clasicos, ofrecen diversas caracteristicas que los vuelven buenos candidatos para el disefio
de metalofarmacos. Estos compuestos presentan una gran variedad de estructuras, que
van desde estructuras lineales a las octaédricas (e incluso estructuras mas complejas), son
compuestos cinéticamente estables, generalmente neutros, y son relativamente lipofilicos.
Los compuestos organometalicos derivados de metalocenos, compuestos con ligando
areno de estructura half-sandwich, y los complejos con ligandos carbonilo (figura 1.7)
han sido ampliamente estudiados como catalizadores, pero muchos de ellos han mostrado

potencialidad en Quimica Medicinal.

(a) S (b) (c) OC
: OC////, \\\\L
L
L
_ complejos con ligandos
metalocenos complejos half-sandwich carbonilos

Figura 1.7: Compuestos organometalicos comunmente utilizados en procesos cataliticos
[57].

El concepto de Quimica Bioorganometalica fue introducido por Gérard Jaouen en el afio
1985 quien defini6 a esta area como el estudio de biomoléculas o moléculas
biol6gicamente activas que contienen al menos un a&tomo de carbono unido directamente
a un atomo metélico o metaloide [67—70]. Esta area abarca el estudio de complejos
organometalicos con ligandos clasicos como CO vy alquilos, o biomoléculas como los
esteroides, aminoacidos, azUcares, peptidos, ADN, vitaminas, enzimas y anticuerpos
unidos por enlace metal-carbono, donde todos tienen en comun su capacidad de
desempefiar un rol en diversos procesos bioldgicos [69]. La gran expansion del desarrollo
de complejos organometalicos ha generado que la Quimica Bioorganometéalica se centre

en cinco campos principales de estudio que se resumen en el esquema de la figura 1.8.
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Figura 1.8: Principales campos de investigacién en la Quimica Bioorganometalica.

En relacién al grupo de agentes terapéuticos organometalicos, diversos complejos han
sido estudiados como potenciales farmacos para nuevas terapias contra el cancer, el VIH,
y lamalaria, y también como radiofarmacos y antibioticos [70]. Los primeros compuestos
organometalicos que emergieron como una terapia alternativa contra el cancer fueron los

metalocenos.

Los primeros trabajos fueron realizados por Kopf y col. quienes investigaron los
dicloruros de metaloceno (MCI2Cp2) (donde Cp = ciclopentadienilo) como potenciales
agentes anticancerigenos. En particular, el dicloruro de titanoceno [Ti'VCI.Cp,] (figura
1.9), que es un compuesto que integra en una misma entidad el fragmento titanoceno y
ligandos cis-dihaluro (estrategia similar a la del cisplatino) [71,72], mostré interesantes
propiedades antiproliferativas in vitro y prometedora actividad antitumoral in vivo. Su
principal blanco de accién es el ADN, especificamente interaccionando con los grupos
fosfatos de esta biomolécula [73]. El estudio sobre este compuesto avanzo hacia ensayos
clinicos de fase 11, pero se detuvo el desarrollo clinico de este compuesto debido a los

efectos tdxicos renales y hepaticos que mostraron los pacientes estudiados [74].
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Figura 1.9: Estructura quimica del compuesto dicloruro de titanoceno.

Se han estudiado ademas, otros compuestos organometalicos basados en rutenio, como
potenciales nuevos agentes anticancerigenos, siendo los méas estudiados los complejos
Ru""-arenos de estructura half sandwich [75]. Los arenos son ligandos que estabilizan el
estado de oxidacion (I1) del rutenio y son relativamente inertes a la sustitucion en
condiciones fisioldgicas. Los complejos Ru''-areno de estructura piano-stool que poseen
una formula general [Ru'(n®-areno)(X)(Y)(2)] (figura 1.10) han mostrado interesantes
propiedades anticancerigenas. En estos compuestos, X comunmente corresponde a un
ligando monodentado, e Y y Z a un ligando bidentado, los cuales son incluidos para

modular las propiedades bioldgicas del complejo [69,75].

~Ru
N N 4

Y

Figura 1.10: Estructura piano-stool (taburete de piano) de los complejos Ru'-areno de
formula general [Ru'"(n®-areno)(X)(Y)(2)].
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Un ejemplo de este tipo de compuestos con propiedades antitumorales interesantes, son
los complejos derivados de [Ru''(n®-areno)CI2(PTA)] (RAPTA, PTA = 1,3,5-triaza-7-
fosfoadamantano) (figura 1.11). Se observo que el complejo RAPTA-C, y el analogo de
benceno (RAPTA-B), son capaces de reducir el crecimiento de tumores metastasicos
pulmonares en ratones CBA portadores del carcinoma mamario [76]. También se han
sintetizado complejos que combinan las caracteristicas estructurales del compuesto de
coordinacion clasico NAMI-A y el organometalico Ru'-areno, entre los que destacan los
compuestos  [Ru'(n®-p-cimeno)CI(N-vinilimidazol),]JCI y  [Ru'"(n®-benceno)(N-
metilimidazol)s](BF4)2 que mostraron interesantes propiedades anticancerigenas in vitro

y han sido seleccionados para posteriores estudios in vivo [77].

() (b)

RAPTA-C RAPTA-B

Figura 1.11: Estructura quimica de los compuestos denominados (a) RAPTA-C y (b)
RAPTA-B.

Por otro lado, el ferroceno ha sido una pieza fundamental en el desarrollo de potenciales
farmacos bioorganometalicos (figura 1.6). Debido a las interesantes propiedades
fisicoquimicas que este compuesto presenta (como su facil funcionalizacion, su
estabilidad en solucién acuosa y su elevada lipofilia) y en conjunto con la ausencia de
toxicidad (se puede inyectar, inhalar o tomar por via oral sin causar problemas de salud

importantes), se han estudiado las potenciales aplicaciones clinicas de una gran variedad
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de compuestos organometalicos que contienen el fragmento de ferroceno [70]. La
actividad citotoxica de este compuesto estd relacionada, entre varias otras, con la
interaccion con enzimas oxido-reductasas (como glucosa oxidasa (GOx) o glucosa
deshidrogenasa (GDH)), la inhbicion de las enzimas resposanbles de la replicacion y
transcripcion del ADN (topoisomerasas | y 1) y la generacion de especies reactivas de
oxigeno (EROS) causantes de dafio en el ADN, enzimas, y la membrana celular [1,78].
En este contexto, Jaouen y col. sustituyeron los anillos fenilos de diferentes farmacos
existentes, y de algunos productos naturales, por moléculas de ferroceno. De esta manera
intentan modificar la lipofilia de la molécula original e introducir un grupo que contiene
un ion metélico con actividad redox. Cuando se modifico el grupo fenilo del compuesto
antitumoral tamoxifeno (figura 1.12) se obtuvieron importantes avances en este sentido.
El tamoxifeno es un modulador selectivo del receptor de estrogeno (SERM) utilizado
como tratamiento de primera linea contra el cancer de mamas. Su actividad se limita s6lo
a los tumores que expresan receptores de estrégeno ER (+), que constituyen cerca del
60% de los casos de cancer de mama [43,79]. La sustitucién del anillo fenilo en esta
estructura dio origen al compuesto Ilamado ferrocifeno, el cual fue sintetizado para
superar algunas de las deficiencias observadas en el tamoxifeno. En el disefio del
ferrocifeno, el esqueleto de trifeniletileno del farmaco original se mantuvo en la estructura
(para garantizar el reconocimiento del receptor de estrégeno) y se incluy6 el fragmento
de ferroceno para aprovechar la eventual oxidacion del ion metalico en el metabolismo.
El ion férrico es citotdxico para las células tumorales, por lo que la combinacion de las
actividades antiestrogénicas y citotdxicas seria una excelente estrategia en el disefio de

este nuevo farmaco.
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R = H: tamoxifeno .
R = OH: hidroxitamoxifeno R=H,n=2 ferrocifeno

Figura 1.12: Estructura molecular de (a) tamoxifeno y (b) ferrocifeno.

Se realizaron numerosas modificaciones a la molécula original de tamoxifeno, lograndose
establecer diversas relaciones estructura-actividad. Dentro de las mas relevantes, se
observd que la inclusién del anillo de ferroceno y el aumento de la longitud de la cadena
lateral dimetilaminoalquilo disminuyeron la afinidad por el receptor de estrogeno [1,43].
Sin embargo, los ferrocifenos sintetizados mostraron una elevada inhibicion del
crecimiento celular de cancer de mama humano (MCF-7, receptor de estrogeno positivo)
casi al mismo nivel que el tamoxifeno [43,80,81]. Los autores sefialan que la inclusién
del ferroceno introduce un mecanismo adicional ausente en el tamoxifeno que causa
lesiones sobre el ADN (posiblemente a través de la generacion de EROS) de las células
MCF-7 [80]. De esta manera confirmaron la hipétesis inicial planteada, donde el
esqueleto original del tamoxifeno (trifeniletilen) le confiere reconocimiento por el
receptor de estrogeno, mientras que la presencia del fragmento de ferroceno induce dafios

al ADN, producidos por una reaccion de Fenton [82].

Por otro lado, recientemente ha surgido un gran interés por desarrollar métodos sintéticos
que permitan la obtencion de compuestos organometalicos que incluyan el centro Re(l)-
tricarbonilo. Como se expondra en detalle en el capitulo 5, los ligandos carbonilo
estabilizan el bajo estado de oxidacion del renio a través de un mecanismo de
retrodonacion, y por efecto trans se aumenta la labilidad de los otros ligandos,

permitiéndoles ser sustituidos facilmente. Un ejemplo de este tipo de compuestos es el
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complejo fac-[Re'(CO)3(H20)3], donde la estabilidad del core fac-{Re(CO)s} permite que
en el medio bioldgico exista un facil intercambio de los ligandos acuo por atomos donores

presentes en algunas biomoléculas [43,83]

Una amplia variedad de ligandos han sido coordinados al fragmento organometalico fac-
{Re(CO)s} [83]. Se han desarrollado complejos con propiedades antiproliferativas que
incluyen este fragmento organometalico [84], por ejemplo los complejos Re(l)-
tricarbonilo con ligandos amino derivados de fosfinas, aminoacidos y péptidos que
mostraron actividad in vitro contra células de cancer de mama y carcinoma uterino. Por
otro lado, los complejos con ligandos 2-(dimetilamino)etoxido [Re(CO)s(n*
MezNCH2CH20)(n-OH)Re(CO)3(>-Me2NCH2CH20)] vy [Res(CO)g(us-OH)(u-OH)2(u-
OCH2CH2NMezH)] fueron eficaces y selectivos para reducir el crecimiento de las células
causantes de la leucemia y del linfoma humano y murino, asi como también las células

de carcinoma uterino [85].

Los ejemplos mencionados en relacion a la Quimica Inorganica Medicinal, tanto a
compuestos de coordinacion clasicos como organometalicos han generado un gran interés
en utilizar este tipo de compuestos para combatir también enfermedades parasitarias. En
los ultimos 15 afios, la Quimica Inorganica Medicinal ha centrado su atencion hacia el
desarrollo de potenciales farmacos metalicos contra enfermedades parasitarias de alta
incidencia en regiones pobres del planeta. Estas enfermedades son conocidas como
enfermedades desatendidas, entre las cuales se encuentran la malaria, la tripanosomiasis
americana, tripanosomiasis africana humana, leishmaniasis, amebiasis, entre otras
[86,87].

1.3 Enfermedades tropicales desatendidas

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades tropicales
desatendidas (NTDs: Neglected tropical diseases) son un grupo de 20 enfermedades
transmisibles que prevalecen en zonas tropicales y subtropicales en 149 paises del planeta
[88,89]. Estas enfermedades son causadas por variados patdgenos como virus, bacterias,
protozoarios y helmintos. En su mayoria, estas enfermedades afectan a las poblaciones

mas pobres del planeta.
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Las NTDs hoy en dia afectan a méas de 1400 millones de personas, incluyendo mas de
500 millones de nifios [90]. En el afio 2013 se produjeron alrededor de 142 mil muertes,
observandose una disminucion en comparacion a las 204 mil reportadas en el afio 1990
[91]. Las NTDs abarcan las enfermedades que se producen principalmente en los trépicos,
pero en la préctica hace alusion a aquellas enfermedades infecciosas que prosperan en
ambientes humedos y célidos. Hasta la fecha la OMS ha clasificado dentro de este grupo
a 20 enfermedades: Dengue, Rabia, Tracoma, Ulcera de Buruli, Yaws (bostezo), Lepra,
Enfermedad de Chagas, Enfermedad del suefio, Leishmaniasis, Teniasis Yy
neurocisticercosis, Enfermedad del gusano de Guinea, Equinococosis, Trematodiasis
(Enfermedad transmitida por los alimentos), Filariasis linfatica, Ceguera de los rios,
Esquistosomiasis, Helmintiasis trasmitida por el suelo, Micetoma, Envenenamiento por

mordedura de serpiente, Sarna y otras ectoparasitosis.

Durante décadas estas enfermedades han sido descuidadas, inicialmente como parte de
una indiferencia general por el mundo en desarrollo (ya que afectan principalmente a los
paises mas pobres del planeta), y mas recientemente, debido a que el énfasis ha sido
puesto en la disminucién de la prevalencia de VIH/SIDA, la tuberculosis y la malaria
[92]. Actualmente se invierten muchos recursos para combatir estas tres “grandes”
enfermedades, pero no existe una inversion importante para combatir las NTDs [93,94].
La importancia de las NTDs se ha subestimado ya que muchas de ellas son asintomaticas
y presentan largos periodos de incubacion, y no se realiza muy a menudo la conexién
entre una NTDs y la muerte, ya que la enfermedad ha estado latente durante un largo
periodo de tiempo [95]. Ademas, las areas de alta endemicidad se encuentran
comunmente en areas geograficamente aisladas, lo que genera que el tratamiento y

prevencion de éstas sean mucho mas complejos [93].

En este grupo de veinte enfermedades se encuentran tres parasitosis cuyos agentes
etioldgicos pertenecen a la familia taxonémica Trypanosomatidae. Estos agentes son los
tripanosomas causantes de la enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana) y la
enfermedad del suefio (Tripanosomiasis africana humana), y los parésitos de Leishmania
spp responsables de las leishmaniasis. Estas tres enfermedades son las NTDs con las

mayores tasas de mortalidad.
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1.3.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, es una
enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi). El nombre de la enfermedad proviene del Dr. Carlos Chagas quien en el
afio 1909, en el interior de Minas Gerais, Brasil, describid esta tripanosomiasis humana
[96]. La enfermedad se caracteriza por ser una parasitosis de gran importancia para la
mayoria de los paises latinoamericanos, en los cuales es considerada un problema de salud
publico. Las estimaciones sefialan que se producen aproximadamente 20,000 muertes por
afo, y que existen alrededor de 10 millones de personas actualmente infectadas, muchas
de ellas sin saberlo, y otros 100 millones que viven en areas de riesgo de transmision
[97,98].

La principal via de transmision es vectorial, mediante la picadura de insectos hemat6fagos
de la familia Triatominae (Hemiptera, Reduvidae) que transmiten el parasito por las
heces, el cual penetra la piel o las mucosas del huésped mamifero, alcanzando los tejidos
del mismo donde finalmente se establece.

Existen méas de 150 especies de triatomino que estan implicadas en la transmision de la
enfermdad de Chagas, las cuales difieren segun la zona geografica donde se desarrollen.
Cada regién posee un vector principal, por ejemplo, en el Cono Sur (Chile, Bolivia,
Argentina y Uruguay) el principal vector es el Triatoma infestans, en Centroamérica el
Rhodnius prolixus, y Triatoma dimidiata que se encuentra desde el centro de México
hasta Panama (figura 1.13) [99].
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Figura 1.13: Principales especies de triatomino que transmiten la enfermedad de Chagas:

(@) Triatoma infestans, (b) Rhodnius prolixus y (c) Triatoma dimidiata.

La enfermedad de Chagas esta directamente relacionada con la pobreza, debido a que los
insectos triatomineos proliferan facilmente en entornos con condiciones de vivienda
precaria, o que genera que aquellas personas que tienen menores recursos econémicos

sean los mas vulnerables a la infeccién [99,100].
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Figura 1.14: (a) Ejemplo de un entorno familiar tipico en areas endémicas de la
enfermedad de Chagas, ubicada en el bosque seco del Chaco alrededor de la aldea de
Amama4, al norte de Argentina. (b) Interior de la casa donde se observa el tipo de
construccion de las paredes que a menudo estan habitadas por insectos vectores, como lo

demuestran las heces de insectos en las paredes y tapices.

1.3.11 Distribucion de la enfermedad

Los origenes y distribucion de la enfermedad de Chagas en América Latina datan de la
época precolombina. Se han encontrado indicios de la presencia de T. cruzi en momias
de mas de 4000 afios de antigliedad. Sin embargo, la asociacion de este paréasito con el
humano se estima que se origin6 hace aproximadamente 2000 afios A.C.

Esta enfermedad afecta principalmente a América Latina, causando incapacidad y muerte
en las personas infectadas [101]. Existe una alta incidencia de la misma en 21 paises de
este continente (2/3 pertenecientes al cono sur), siendo aquellos con mas casos estimados
Argentina, Brasil, México y Bolivia. Pero si se considera s6lo la via de trasmision
vectorial, los paises que lideran el nimero de casos reportados serian Bolivia, Argentina

y Paraguay (zona del Gran Chaco) (figura 1.15).
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Figura 1.15: Distribucién geogréafica de casos de infeccién por Trypanosoma cruzi, segun
estimaciones oficiales de la OMS y estado de la transmision vectorial (periodo de
notificacién 2006-2009) [102].

En sus inicios, la infeccion causada por T. cruzi sélo existia entre animales salvajes. Sin
embargo, luego que los triatomineos se volvieron insectos con habitats urbanos, se
incorpor6 al humano (y animales domeésticos) al ciclo de transmisién. Si bien durante
muchos afos la tripanosomiasis americana fue una enfermedad rural, los cambios
socioecondémicos, el éxodo de la poblacion rural, la deforestacion y la urbanizacion han
modificado el perfil epidemioldgico hacia un fenémeno mas urbano/periurbano.

La expansion de esta enfermedad hacia el resto de los continentes debido principalmente
a la migracion de personas infectadas, se relaciona con formas de transmisién no
vectorial. Estas otras vias de transmision son la congénita (de madre a hijo), la transfusion
de sangre y el trasplante de érganos en paises donde no existen controles adecuados
[96,103]. Esta diversidad en las formas de transmision aumenta ain mas la dificultad de
poder controlar la enfermedad. Por lo tanto, el efecto de la globalizacion en su
distribucion ha generado un nimero creciente de casos en los Estados Unidos, Canada y
varios paises de Europa y del Pacifico Occidental [103].

Ademas, en los altimos 30 afios ha existido una rapida propagacién mundial del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), que en conjunto con la evolucion epidemiologica de
T. cruzi, ha llevado a la aparicion de co-infecciones por T.cruzi/VIH. La propagacion de

30



la pandemia del VIH no solo ha modificado el espectro patologico de la enfermedad de
Chagas, sino tambiéen su epidemiologia. Desde la década del 80, cuando fue reportado el
primer caso de coinfeccion VIH/T.cruzi, hasta el dia de hoy se han reportado casos en 9
paises [104].

1.3.1.2 El parésito y su transmision

El Trypanosoma cruzi es un organismo unicelular que posee algunas estructuras celulares
caracteristicas. En particular, presenta un nucleo cuya organizacion estructural es
semejante al de las células eucariotas tipicas (con un didmetro cercano a los 2,5 pum),
conteniendo un nucléolo centralizado que en la forma amastigota y epimastigota del
parasito se presenta con un aspecto redondeado, y en tripomastigotas metaciclicos aparece
como un organelo alargado [105]. Posee una mitocondria Unica que se extiende a lo largo
del cuerpo celular del parésito. La matriz mitocondrial tiene una region especializada
formada por ADN extracelular correspondiente al genoma mitocondrial, denominado
kinetoplasto, el cual puede llegar a representar cerca del 25 % del ADN total [106]. Posee
un flagelo que es responsable de la movilidad del parasito, y en particular en las formas
epimastigota y tripomastigota estd adherido al cuerpo del parésito (también puede
observarse en amastigotas, pero su tamafio es mucho méas pequefio). Una caracteristica
distintiva que poseen los parasitos tripanosomatidos es la presencia de unos organelos
Ilamados glicosomas, los cuales compartimentalizan el proceso de glicolisis,
permitiéndole al parésito una adaptaciéon metabdlica dependiendo de los diferentes
entornos a los que se expone durante su ciclo de vida [107-110].

El parasito T. cruzi posee un ciclo de vida complejo, con etapas de desarrollo tanto en el
vector como en el huésped mamifero. Entre estos estadios se encuentran formas de vida
replicativas y no replicativas, como también formas infectivas y no infectivas. En el
huésped mamifero se encuentran las formas tripomastigota sanguinea y amastigota,
mientras que en el vector se localizan los tripomastigotas metaciclicos y epimastigotas.
La forma de tripomastigotas es la forma infectiva y no replicativa del parasito; y las
formas amastigota y epimastigota son replicativas no infectivas [111]. El ciclo de vida de
T. cruzi, que se ejemplifica en el esquema de la figura 1.16, involucra cambios
morfologicos (tamafio y forma celular, posicion del nacleo y kinetoplasto y longitud del
flagelo) y metabdlicos del parasito [112].
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Figura 1.16: Ciclo de vida de Trypansoma cruzi [113].

Los tripomastigotas metaciclicos se desarrollan en el recto del insecto triatomineo, y
contenidos en las heces del vector inician la infeccion en el huésped vertebrado (1) (figura
1.16). Estos ingresan al organismo del mamifero a través de la herida ocasionada por la
picadura del insecto, o a través de otras areas de la piel lesionada o por las mucosas
(oral/digestiva). Esta incorporacidon del parasito al hospedero se efectla cuando el
infectado frota instintivamente la picadura, los 0jos, la boca, o cualquier lesion en la piel.
Una vez dentro del mamifero, los parasitos penetran las células cercanas al sitio de
inoculacion (macréfagos, fibroblastos y células epiteliales) mediante fagocitosis o
endocitosis. Luego de que los tripomastigotas metaciclicos invaden las células
hospederas, pierden su flagelo y se convierten en amastigotas las que residen en el
citoplasma de las células infectadas (2). Estas amastigotas comienzan un proceso de
replicacion multiple, mediante fision binaria, generando posteriormente el colapso de la
célula hospedera (3). Esto provoca la liberacidn de los parasitos al torrente sanguineo,
transformandose nuevamente en la forma tripomastigota. Debido a su alta capacidad
infectiva, los tripomastigotas circundantes pueden invadir otras células del huésped, y asi
repetir este proceso varias veces (4). El ciclo de vida de T. cruzi en el insecto comienza
cuando el vector se alimenta de la sangre del mamifero infectado (5). Es ahi donde los
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tripomastigotas sanguineos ingresan al tubo digestivo del insecto, y se transforman a la
forma epimastigota (6). Se multiplican en el intestino del insecto aumentando
considerablemente su nimero hasta que alcanzan el recto del vector, convirtiéndose en

tripomastigotas metaciclicos, culminando asi el ciclo de vida (7-8) [113]

1.3.1.3 Fisiopatologia y diagnostico

En el humano la enfermedad de Chagas presenta dos etapas caracteristicas, una etapa
primaria o0 aguda, y una secundario o cronica.

La etapa aguda se inicia inmediatamente después de la infeccién, donde se observa una
pequefia llaga en la zona de la picadura. Luego de un periodo de incubacion, que va entre
5 a 7 dias (o algunos casos ha llegado a 10 o 12 dias), comienza la etapa aguda de la
enfermedad, con una duracion aproximada de dos meses [103]. Durante esta fase existe
un gran numero de parésitos circulantes en sangre. En la mayoria de los casos esta etapa
puede ser asintomaética, pero dependiendo del sitio de inoculacion se pueden observar
diferentes manifestaciones. El primer signo observado puede ser un chancro en la piel
(chagoma) el cual desencadena una reaccion inflamatoria con edema intersticial y
reaccion por hiperplasia de los ganglios en torno a la lesion. Cuando la infeccion se da en
la mucosa ocular o proxima a ésta, se genera un edema orbital unilateral morado (signo
de Romafa u o0jo en compota, figura 1.17). Se presenta fiebre durante varias semanas, y
pueden aparecer dolores de cabeza, palidez, mialgias, disneas, diarreas, miocarditis (dolor
en el pecho probablemente por insuficiencia cardiaca), entre otras. En algunos casos, en
particular en nifios menores de cinco afios y ancianos, puede existir una alta tasa de

mortalidad en esta etapa.
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Figura 1.17: Signo de Romafia, la inflamacion que se observa en el parpado derecho es

un indicador de la enfermedad de Chagas en etapa aguda.

Posteriormente, y por accion de la produccion de anticuerpos IgM, continla la fase
cronica de la enfermedad la cual puede durar hasta 10 o 20 afios. En esta etapa se
encuentran la mayor parte de los pacientes infectados, aproximadamente el 70% de los
casos. Los parasitos se encuentran ocultos en los tejidos, especialmente en el corazén y
mausculo liso digestivo. En algunos casos puede ser asintomatica, y puede presentarse de
por vida en los pacientes infectados. En el 30 % de los infectados, pueden aparecer signos
y sintomas patogénicos de la dolencia cardiaca (miocardiopatia crénica chagéasica) [96],
en la que los pacientes presentan insuficiencia cardiaca, arritmias y tromboembolismo,
siendo todas ellas manifestaciones clinicas que pueden generar incapacidad fisica y
muerte en los pacientes [103,114]. Otras afecciones observadas en los tejidos viscerales
son el megaes6fago y megacolon (lesiones digestivas), que ocurre en el 10% de los
pacientes. En un porcentaje menor, cerca del 3 % de los infectados, se observan dafios en
el sistema nervioso periférico. [96,103].

Cabe mencionar también la enfermedad de Chagas neonatal. Esta infeccion se puede
transmitir a través del liquido amnidtico o por via transplacentaria. La frecuencia de este
contagio se encuentra entre un 0,5 y un 5 %, dentro de los cuales el 50 % es asintomatico
en los recién nacidos [115].

El diagnéstico para esta enfermedad estd basado en pruebas o métodos directos e
indirectos. Los métodos directos buscan detectar la presencia de parasitos en sangre. Entre
ellos se encuentran el xenodiagndstico (metodo muy sensible y especifico para la fase
aguda), el microhematrocrito y el hemocultivo [115]. Por su parte, los métodos indirectos
se basan en la deteccidn de anticuerpos IgM que se unen a antigenos especificos del

parasito. Actualmente los métodos utilizados son la inmunofluorescencia indirecta (IFI)
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y ELISA de parésitos totales o recombinante (donde ambos presentan una sensibilidad y
especificidad cercana al 100 %), y la hemaaglutinacion directa (con y sin 2-
mercapoetanol) y la hemoaglutinacion indirecta (HAI), pero ambos de muy baja
sensibilidad [96,115].

1314 Tratamiento

Actualmente no existe una vacuna ni un tratamiento efectivo para la enfermedad de
Chagas. Los tratamientos actualmente empleados van a depender de la etapa en la cual
sea diagnosticada la enfermedad, es decir, en la fase aguda o crénica.

Independientemente del mecanismo de transmisién, todos los pacientes diagnosticados
en la etapa aguda de la enfermedad de Chagas deben ser tratados, debido a que existe un
consenso en que el tratamiento puede resultar beneficioso hasta en un 100 %. La
quimioterapia actualmente utilizada para esta fase se limita fundamentalmente a dos
compuestos nitroheterociclicos. Estos farmacos son el Nifurtimox y el Benznidazol los

cuales se descubrieron empiricamente hace mas de cinco décadas [116].

(a) () J— 0
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0N N N

Nifurtimox Benznidazol

Figura 1.18: Farmacos empleados en la quimioterapia para la enfermedad de Chagas. (a)

Nifurtimox y (b) Benznidazol.

El Nifurtimox (Lampit®) fue desarrollado originalmente por el laboratorio Bayer, pero
actualmente se encuentra discontinuado en su produccién industrial. Por su parte el
Benznidazol (Radanil®, Rochagan®) se desarrolld inicialmente por el laboratorio Roche,
quien cedio la patente de este farmaco al gobierno brasilero donde actualmente es
producido por el Laborat6rio Farmacéutico do Estado do Pernambuco (LAFEPE).

Ambos farmacos son activos contra las formas epimastigota y tripomastigota de T.cruzi,
aunque sus mecanismos de accion antichagasica parecieran ser diferente [117]. En el caso

de Nifurtimox (tal como sera descrito en capitulos posteriores), uno de los mecanismos
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de accion propuestos es la reduccion metabolica del grupo nitro de esta molécula,
generando posteriormente especies reactivas de oxigeno (EROS) que son toxicas para el
parasito [118]. Sin embargo, actualmente se han planteado otros mecanismos de accion
relacionados con alteraciones en la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial
y cambios en el potencial de la membrana mitocondrial de T. cruzi, como también la
posible generacion de metabolitos citotoxicos derivados de nitrilo [119,120]. El
mecanismo de accion propuesto para el farmaco benznidazol también esta relacionado
con el metabolismo reductivo, pero sin la generacion de EROS, sino que implica la
modificacion covalente de macromoléculas mediante intermediarios de reduccion del
grupo nitro [121,122] y la formacion de metilglioxal, un cetoaldehido altamente tdxico.
El tratamiento con Nifurtimox tiene una duracion aproximada de 60 dias, en el que la
dosis recomendada es de 12 a 15 mg/Kg/dia cada 12 horas en pacientes de hasta dos
meses de edad, y cada 8 horas en pacientes de primera y segunda infancia. En pacientes
adolescentes y adultos la dosis recomendada es de 8 a 10 mg/Kg/dia cada 8 horas. En
relacion a Benznidazol, la dosis recomendada es de 5 mg/Kg/dia cada 12 horas para todas
las edades, aunque algunos autores sefialan que en nifios se pueden emplear dosis de hasta
10 mg/Kg/dia [115].

El uso de estos medicamentos en la fase aguda de la enfermedad estd ampliamente
aceptado y ha demostrado ser exitoso. Sin embargo, ambos farmacos presentan
importantes efectos adversos, y su eficacia en la etapa cronica es aun controversial. La
efectividad del tratamiento varia segun la zona geogréafica de la infeccion, probablemente
debido a diferencias en la susceptibilidad a los farmacos de las diferentes cepas del
parésito [123]. Entre los efectos secundarios observados en el tratamiento con Nifurtimox
se encuentran: peérdida incontrolable de peso, nduseas, vomitos, prurito, neuropatia
periférica, leucopenia, neurotoxicidad, entre otros. Con respecto a Benznidazol, los
efectos adversos cominmente observados son: edemas, fiebre, prurito, neuropatia
periférica, linfoadenopatia, agranulocitosis, puarpura trombocitopénica (trastorno
hemorragico en el cual el sistema inmunitario destruye las plaquetas), dolores musculares
articulares, entre otros [124,125]. En caso de aparecer algunos de estos efectos
indeseables, se debe suspender inmediatamente la medicacidn, y reiniciar el tratamiento
luego de 30 dias. No se recomienda el uso de estos farmacos durante el embarazo, la
lactancia y en pacientes con enfermedades graves concomitantes (insuficiencia cardiaca,
renal, hepética y respiratoria) [115], y, en particular, el Nifurtimox esta contraindicado en

personas con antecedentes neuroldgicos o psiquiatricos.
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Aun no existe un consenso sobre el uso de estos farmacos en la fase cronica de la
enfermedad. La duda sobre la eficacia de su utilizacion radica en que el tratamiento con
éstos, aunque la parasitemias y el serodiagnostico puedan negativizarse, no altera la
reaccion seroldgica, la afeccion cardiaca, ni la progresion de la enfermedad. Como
tratamiento alternativo para esta fase de la enfermedad se emple6 el Allopurinol (farmaco
utilizado para la hiperpuricemia), observandose respuestas antichagasicas similares a las
obtenidas con Nifurtimox y Benznidazol. Los pacientes analizados mostraron ser
seronegativos luego del tratamiento con Allopurinol, observandose una notable
disminucion de los efectos secundarios en comparacion a lo observado en pacientes
tratados con los farmacos nitroheterociclicos [126]. Sin embargo, se deben esperar mas
estudios al respecto para corroborar estos resultados alentadores.

Hoy en dia existe un numero significativo de posibles candidatos como potenciales
nuevos farmacos. Algunos de ellos son los compuestos inhibidores de cruzipaina [127—
129], compuestos inhibidores de la actividad de enzimas que estdn compartamentalizadas
en el glicosoma [130], compuestos que influyen en el metabolismo del tripanotién
(inhibiendo la actividad enzimatica de la tripanotion sintetasa, tripanotion reductasa y
tripanotion glioxalasa) [131-133] y compuestos inhibidores de la biosintesis de
ergosterol [134-138].

1.3.2 Enfermedad del suefo

La Tripanosomiasis Africana Humana (HAT), también conocida como la enfermedad del
suefio, es causada por la infeccion del parésito Trypanosoma brucei (T. brucei).
Dependiendo de la zona geogréafica donde se desarrolle, existen dos subespecies causantes
de la enfermedad en humanos: Trypanosoma brucei rhodesiense (T. b rhodesiense) y
Trypanosoma brucei gambiense (T. b gambiense) que son transmitidos al humano por
diferentes especies de la mosca tse-tsé (Diptera, Glossina genus) (figura 1.19) [139].
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Figura 1.19: Mosca tsé-tse, vector de transmision de la Tripanosomiasis Africana

Humana.

Esta enfermedad afecta a 36 paises ubicados al sur del desierto del Sahara (Africa sub-

Sahariana) donde se encuentra el vector [140]. Se presenta en dos formas caracteristicas:

a) Enfermedad de progresion lenta, endémica en la zona del Africa occidental y
central, causada por el parésito T. b. gambiense (g-HAT)
b) Enfermedad de progresion rapida, endémica en el territorio africano oriental y

meridional, causada por el parasito T. b. rhodesiense (r-HAT) [141,142]

En ambos casos no existe una superposicion entre las areas endémicas, excepto en
Uganda que ha sido el Unico pais endémico para ambas formas de la enfermedad, aunque
en diferentes regiones de este mismo pais (figura 1.20). Otros tripanosomas que también
radican en el continente africano son el Trypansoma brucei brucei, el Trypanosoma vivax
y el Trypansoma evansi, los cuales son responsables de generar enfermedad en animales

domésticos y salvajes [143].
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Figura 1.20: Distribucion geografica de las infecciones notificadas de Tripanosomiasis
africana humana (periodo de notificacion 2010-1014) [142].

La enfermedad del suefio fue descrita por primera vez en el siglo XIlIl, pero la distribucion
de la enfermedad en Africa se produjo luego de la Primera Guerra Mundial, donde la
inestabilidad politica y las guerras regionales provocaron la ola epidémica en este
continente. A partir del afio 1970 la situacion epidémica empeoro6 debido al brote de HAT
en paises que no mantuvieron estrictas actividades de vigilancia como fue el caso de

Sudan del Sur, Uganda, la Republica Democratica del Congo y Angola [143].

Desde aquel entonces emergieron numerosas actividades de control, que en conjunto con
el conocimiento de esta epidemia por parte de organizaciones internacionales y
organizaciones sin fines de lucro, redujeron el nUmero de nuevos casos. La Organizacién
Mundial de la Salud publicé en el afio 2009 que la cifra de casos reportados cayo por
debajo de 10 mil (por primera vez en 50 afios), llegando a registrarse en el afio 2015 sélo
2804 casos [140]. A pesar de esta notable mejoria, el niUmero estimado de nuevos casos

por afio podria ser aun mayor debido a la insuficiente cobertura por parte de los sistemas
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de vigilancia. Esta enfermedad ocupa el tercer lugar entre las enfermedades parasitarias

en el Africa sub-sahariana como causante de muertes [144].

1321 Epidemiologia

Los tripanosomas causantes de la HAT son clasicamente transmitidos mediante la
picadura de las moscas tse-tseé [142]. Estos insectos solo se encuentran en la zona sub-
sahariana de Africa, pero por razones que adn se desconocen, solo algunas de ellas
transmiten la enfermedad. Las personas que se encuentran mas expuestas a contraer esta
enfermedad son las poblaciones rurales que habitan en estas regiones, y que a su vez
dependen de la agricultura, la pesca, la cria de animales o la caza (actividades que los
exponen a la picadura de estas moscas). Esta poblacion rural posee un limitado acceso a
los servicios de salud lo que complica ain mas el diagndstico y tratamiento de la
enfermedad. Ademas, el desplazamiento de las poblaciones, la guerra y la pobreza son
factores importantes que facilitan la diseminacion de la enfermedad [140]. Si bien los
cambios en el uso de la tierra y el clima redujeron drasticamente las poblaciones de las
moscas tse-tsé, y por ende la transmision de T. brucei, el descuido politico y social de
esta enfermedad podria conducir a un resurgimiento de esta parasitemia. EI Gltimo pico
alarmante de transmision se observo a finales de la década de 1990, donde se requirieron
esfuerzos soélidos y coordinados entre diferentes instituciones para el control de la
enfermedad. De los 2804 casos reportados por la OMS en el afios 2015, 2722 fueron
causados por T. b. gambiense (observandose una disminucién del 90 % de los casos desde
1999) y 71 de los casos fueron causados por T. b. rhodesiense (reduccion del 89 % desde
1999) [142].

A pesar de los esfuerzos realizados para la erradicacion de la enfermedad del continente
africano, aln se observa casos de g-HAT en la Republica Democrética del Congo (el 86
% de los casos), seguida de la Republica Centroafricana (5 % de los casos) y Chad (2 %
de los casos). A finales del 1990 la enfermedad del suefio fue la primera o segunda causa
de muerte en estas regiones del continente, incluso antes que el VIH/SIDA. A partir del
afio 2015 estos paises fueron los Unicos que informaron la aparicion de mas de 50 casos
por afio. Sin embargo, en paises como Sudan del Sur (un area de disturbios civiles) y

Guinea (un area de brote de la enfermedad del virus del Ebola) la incidencia informada y
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real de la enfermedad puede diferir considerablemente [142]. Por otro lado, los casos
reportados de r-HAT se concentran principalmente en Malawi y Uganda, representado el
82 % de los casos.

Todas las personas, independientemente de la edad y el sexo, estan en riesgo de contraer
la enfermedad. Sin embargo, se ha observado una mayor prevalencia en adultos, y la
distribucion por sexo es dependiente de la actividad de riesgo realizada. Asi por ejemplo,
las actividades de caza y pesca aumentan las probabilidades de infeccion en hombres, y
las actividades como la agricultura de pequefios cultivos aumentan la probabilidad de

contagio en mujeres.

Si bien la HAT es una enfermedad endémica del continente africano, se han reportado
casos en todos los continentes [145]. La mayoria de los casos reportados son causados
por T. b. rhodensiense en turistas que han visitado parques nacionales y reservas de caza
en Tanzania, Kenia, Malawi, Uganda, Zambia y Zimbawe. Los casos reportados de g-
HAT son menos habituales e incluyen emigrantes, refugiados y expatriados de varios
afios. Debido a que la infeccion puede estar separada del diagnostico por periodos de hasta
30 afos, el diagndstico de g-HAT deberia considerarse en todos los pacientes que alguna

vez han vivido en paises endémicos [146].

La transmision de la enfermedad es mayoritariamente vectorial, pero también se han
reportado otras vias como la transmision sexual, accidentes de laboratorio, transfusiones

de sangre y trasplantes de érganos [147,148].

1.3.2.2 El parésito y el vector

Las moscas tse-tse son hematdfagos, y tanto los machos como las hembras son capaces
de transmitir los tripanosomas [142,149]. Existen alrededor de 31 especies y subespecies
de este insecto las que se agrupan en tres grupos segun su morfologia, preferencias de

habitat y habilidad para transmitir la enfermedad: Forest, Riverine y Savannah [150].

Los principales vectores de transmision de T. b. gambiense son la Glossina fuscipes y la
Glossina palpalis (pertenecientes al grupo palpalis riverine) [151]. Aquellos que
transmiten T. b. rhodesiens son G. f. fuscipes (en Uganda) y las especies del grupo

Savannah, que incluyen Glossina morsitans y Glossina pallidipes [152,153].
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Figura 1.21: Principales especies de moscas tse-tsé que transmiten HAT: (a) Glossina

fuscipes, (b) Glossina palpalis, (c) Glossina morsitans y (d) Glossina pallidipes.

Las moscas tse-tsé son viviparas. La mosca hembra es quien deposita una larva
completamente desarrollada que se adentra en el suelo, se convierte en pupa y emerge
como una mosca adulta luego de un mes. Las moscas recién eclosionadas no estan
infectadas con tripanosomas, ya que para ello necesita alimentarse de algun huésped
mamifero infectado, ya sea ingiriendo tripanosomas de la sangre del mamifero o entrando
en contacto con la piel del mismo, ingresando asi los parasitos al tracto digestivo de la
mosca [154,155]. Si se analiza una poblacién normal/natural de moscas tse-tsé, solo una
pequefia proporcion de éstas (alrededor de 0,01 %) posee una infeccion madura de T.
brucei [156]. Sin embargo, una mosca tse-tsé que se alimenta cada 3 dias, podria infectar

a un gran nimero de personas durante su periodo de vida que va de 2 a 3 meses [142].

Los parésitos de Trypanosoma brucei son organismos unicelulares (protozoarios)
pertenecientes a la familia Trypanosomatidae y al género Trypanosoma. Son células
alargadas de 15 a 30 um de largo y presentan una alta movilidad debido a la presencia de
flagelo [157]. Los humanos han desarrollado un particular sistema de inmunidad innato
contra HAT debido a la actividad de complejos séricos (la apolipoproteina L-1 (ApoL1)
y la proteina relacionada con la haptoglobina (Hpr) que tienen una capacidad eficaz para
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matar tripanosomas, sin embargo, los parasitos T. b. gambiense y T. b. rhodesiense son

capaces de evadir este mecanismo de defensa [158,159].

El T. brucei tienen una organizacion celular similar a las células eucariotas. Como se
muestra en la figura 1.22 [160], contiene un ndcleo, una mitocondria tubular que contiene
el kinetoplasto (condensacion del ADN mitocondrial circular) y un flagelo unido a la

célula por una membrana ondulante que le da movilidad [142,149].

Pliegue de la
pelicula

Ribosoma  N{cleo

Membrana
Flagelo ondulante
adjunto

Cuerpo basa
del flagelo

Mitocondria Reticulo
endoplasmatico

Grénulo
citoplasmatico

Kinetoplasto Peliculas de

microtdbulos

Flagelo libre

Figura 1.22: Morfologia de Trypanosoma brucei.

Durante su ciclo de vida, al igual que Trypanosoma cruzi, los parasitos de T. brucei
alternan etapas en el huésped mamifero y en el vector. Dadas las enormes variaciones
entre ambos hospederos, los parasitos sufren importantes cambios morfoldgicos y
metabolicos que le permiten adaptarse rapidamente a los diferentes entornos, como lo son
la sangre del mamifero y el tracto digestivo de la mosca tse-tse. A su vez, son capaces
también de alternar entre formas proliferativas y no proliferativas dentro de un mismo
hospedero. En la figura 1.23 se muestra un esquema que ejemplifica el ciclo del parasito

Trypanosoma brucei [161].
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Figura 1.23: Ciclo de vida de Trypanosoma brucei [161].

A partir de la figura, se puede considerar como inicio del ciclo de vida de T. brucei cuando
la mosca tse-tsé se alimenta de la sangre del mamifero. Durante la picadura, el vector
inyecta tripomastigotas metaciclicos no proliferativos desde las glandulas salivales hacia
el sistema linfatico del mamifero, para posteriormente pasar al torrente sanguineo del
mismo (1). En la sangre del hospedador mamifero, los tripomastigotas metaciclicos se
transforman a la forma proliferativa de tripomastigotas, denominada forma sanguinea
alargada (slender) (2). En esta etapa, el kinetoplasto esta localizado en la region posterior
de la célula (figura 1.24) y la actividad mitocondrial esta casi reprimida, obligando al
parasito a utilizar la glucosa presente en la sangre del mamifero para obtener energia
mediante el proceso de glicdlisis efectuada en el glicosoma. Los tripomastigotas
infectivos comienzan a replicarse rapidamente mediante fision binaria (3), se transportan
hacia otros sitios del cuerpo, invadiendo asi otros fluidos como la linfa y el liquido

cefalorraquideo (4). A medida que aumenta el nimero de parasitos en sangre, comienza
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a observarse una diferenciacion hacia una forma no proliferativa, de morfologia mas
gruesa y con un flagelo mas corto, denominada forma stumpy (rechoncha). La
acumulacion de células no proliferativas limita el aumento del nimero de parasitos,
alargando la vida del hospedador. La mosca tse-tsé al alimentarse de la sangre del humano
infectado, incorpora a su organismo los tripomastigotas stumpy (5). Los tripomastigotas
stumpy se caracterizan por estar pre-adaptados a las fuentes energéticas encontradas en el
insecto, observandose un alargamiento de su mitocondria y la expresion de enzimas que
participan en el ciclo del acido citrico y la cadena respiratoria, las cuales no estan
presentes en los tripomastigotas sanguineos slender [162]. Los parésitos se transportan
hacia el estomago de la mosca, transformandose rapidamente a tripomastigotas
prociclicos proliferativos, los cuales se replican rapidamente mediante fision binaria. Este
paso es esencial para la transmision y establecimiento de la infeccidn en el vector [163].
En esta etapa, el kinetoplasto se desplaza hacia una zona media entre la region anterior
de la célula y el nacleo [164], la mitocondria se alarga y la prolina pasa a ser la principal
fuente de energia de los paréasitos (6) [162]. Los tripomastigotas prociclicos detienen su
proliferacion y migran hacia las glandulas salivales de la mosca, transformandose alli en
la forma epimastigota (7). Con la ayuda del flagelo los epimastigotas se adhieren a las
paredes de las glandulas y comienzan nuevamente la proliferacion mediante fision binaria
(8). En esta zona del sistema digestivo algunos epimastigotas se desarrollan en
tripomastigotas metaciclicos no proliferativos libres en el lumen del vector, y preparados

para su transmision a un nuevo hospedador [165].
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Figura 1.24: Esquema representativo de (a) cambios morfoldgicos de T. brucei y (b)

cambios en la ubicacion del kinetoplasto durante el ciclo de vida del parésito [164].

1.3.2.3 Fisiopatologia y diagnostico

La fisiopatologia de esta enfermedad va a depender del tipo de subespecie de T. brucei
que realiza la infeccion, la respuesta del huésped mamifero, y la etapa en la que se
encuentra la enfermedad. Se han observado diferentes variaciones de virulencia y
patogenicidad en esta enfermedad, las que son atribuidas a las diferentes cepas del
parésito [166]. Si bien ambas subespecies del parasito conducen a la muerte del humano
infectado cuando no son tratadas, la enfermedad causada por T. b. rhodesiense es
tipicamente aguda, progresa a una enfermedad de segundo estadio en pocas semanas y
provoca la muerte luego de 6 meses [167]. Por su parte, la g-HAT sigue un curso crénico
progresivo con una duracion de 3 afios aproximadamente, aunque con una gran
variabilidad interpersonal [95,168], donde incluso se han reportado portadores sanos y

autocurados [169].

La enfermedad presenta dos etapas caracteristicas: una primera etapa hemolinfatica y una
segunda etapa meningoencefalitica. En esta Gltima etapa los parasitos traspasan la barrera

hematoencefalica e invaden el sistema nervioso central. Los trastornos neurolégicos,
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como el trastorno del suefio, son tipicos en esta segunda etapa, aunque la mayoria de los

sintomas son comunes en ambas fase de la enfermedad.

Luego de la picadura de la mosca tse-tsé, se observa en aquel sitio una reaccion dérmica
(chancro de inoculacion) de 3 a 4 cm, la cual aparece dentro de 2 a 3 dias en personas que
han sido infectadas con T. b. rhodesiense [166,167], pero rara vez es observada esta

reaccion dérmica en g-HAT.

En la primera etapa de g-HAT los pacientes presentan fiebre durante aproximadamente 7
dias. También se presenta cefalea, prurito y linfadenopatia. Otros sintomas menos
frecuentes, son la hepatoesplenomegalia, edema y disfuncion enddcrina. En la segunda
etapa de g-HAT los trastornos neuoropsiquiatricos acompafian a las caracteristicas de la
primera etapa, y la fiebre se vuelve menos frecuente. Es caracteristico en esta fase
observar trastornos del suefio (del que deriva el nombre de la enfermedad), observandose
interrupcién del ciclo suefio-vigilia, y con un inicio de suefio con la misma probabilidad
de ocurrir durante el dia o la noche [170-172]. También se pueden encontrar alteraciones
cardiacas, las cuales se desarrollan en una etapa temprana de la enfermedad, siendo la
anomalia mas comdnmente observada la perimiocarditis [173], sin embargo, la relevancia

clinica es mucho menor a la generada por la enfermedad de Chagas [174].

Las caracteristicas clinicas de r-HAT son similares a las observadas en g-HAT, pero tal
como fue mencionado, una de las diferencias primarias esta relacionada con el chancro
tripanosomico. A menudo se observan trastornos inespecificos de los ganglios linfaticos
(linfadenopatia) y la presencia de fiebre en ambas etapas de la enfermedad (con mayor
frecuencia en nifios) [175]. La presentacion de edema es informada con mayor frecuencia
en los pacientes infectados con T. b. rhodesiense, como asi también la afectacion hepética
con hepatomegalia e ictericia (aumento de bilirrubina en sangre), e incluso a veces con
presencia de ascitis [142]. De forma contraria, la disfuncion tiroidea, la insuficiencia

suprarrenal y la miocarditis son signos mas comunes observados en g-HAT.

Las pruebas de serodiagndstico confiables s6lo existen para la infeccion causada por T.
b. gambiense, siendo la prueba de deteccion mas cominmente utilizada la prueba de
“tarjetas de aglutinacion para la tripanosomiasis” (Card Agglutination Test for
Trypanosomiasis, CATT) desarrolladas hace més de 40 afios. Estas pruebas detectan
anticuerpos especificos de T. b. gambiense [176]. Si bien CATT ha desempefiado un rol

fundamental en el control de HAT, su implementacion para la deteccién a gran escala en
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instalaciones de salud fijos es un problema importante, ya que a menudo estos lugares
carecen de herramientas necesarias para desarrollar estas pruebas. En un esfuerzo por
abordar las deficiencias encontradas en CATT, se han desarrollado dos pruebas de rapido
diagnostico (llamadas RDT, Rapid Serodiagnostic Tests) las cuales detectan anticuerpos
del huésped infectados por T. b. gambiense, y han mostrado muy buenos resultados [177].
AUn no existe un test de serodiagnostico aplicable para la infeccion causada por T. b.
rhodesiense. La r-HAT generalmente se presenta con elevados niveles de parasitemia, y
para su confirmacion se utilizan técnicas aplicadas en sangre. El diagndstico del estadio
neuroldgico de HAT se realiza mediante examen de liquido cefalorraquideo tomado por
puncion lumbar, para determinar el namero de tripanosomas y el nimero de glébulos

blancos existentes en el paciente infectado [178].

1.3.24 Tratamiento

Son pocos los farmacos disponibles para el tratamiento de la Tripanosomiasis africana
humana, y la seleccion de éstos se basa principalmente en la etapa de la enfermedad en la
que se encuentra el paciente y la subespecie de T. brucei causante de la enfermedad. La
tabla 1.1 resume los tratamientos estdndar utilizados para HAT y sus principales
reacciones adversas [149].

Tabla 1.1: Tratamientos estdndar para la Tripanosomiasis africana humana y sus

principales reacciones adversas.

Farmaco Etapa Ruta de Dosis Principales reacciones
aplicacion adversas a los
medicamentos
Trypansoma brucei gambiense
Pentamidina? | Primera Intramuscular 4 mg/Kg peso Hipoglucemia, dolor en el
corporal a intervalos lugar de la inyeccion,
de 24 horas durante 7 diarrea, nduseas,vomitos
dias
Eflornitina Segunda Intravenosa 100 mg/Kg peso Diarrea, nauseas, vomitos,
(infusién > 30 corporal a intervalos convulsiones; anemia,
min) de 6 horas durante 14 leucopenia 'y
dias trombocitopenia
Melarsoprol ® | Segunda Intravenosa 2,2 mg/Kg peso Sindromes de
corporal a intervalos encefalopatia, reacciones
de 24 horas durante cutaneas, neuropatias
10 dias motoras y sensoriales
periféricas, tromboflebitis
Trypansoma brucei rhodesiense
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Suramina 2 Primera Intravenosa Dosis de prueba de 4- Reacciones de
5 mg / kg de peso hipersensibilidad (aguda,

corporal en el dia 1, tardia); albuminuria,
luego cinco cylinduria, hematuria,
inyecciones de 20 mg neuropatia periférica

/ kg de peso corporal
cada 7 dias (p. Ej.,
Dia 3, 10, 17, 24, 31);
dosis méaxima por

inyeccion 1 g
Melarsoprol @ | Segunda Intravenosa Tres series de 3,6 mg Sindromes de
/ kg de peso corporal, encefalopatia, reacciones
la serie espaciada por cutaneas, neuropatias
intervalos de 7 dias; motoras y sensoriales
dosis maxima por dia | periféricas, tromboflebitis
180 mg

2 Paises endémicos: de acuerdo con la legislacién nacional o directrices.
b Solo donde eflornitina no esta disponible o donde el melarsoprol es el tratamiento de primera linea

segun lineamientos nacionales.

Son cinco los farmacos utilizados de forma rutinaria en el tratamiento de HAT:
pentamidina y suramina utilizados para tratar la enfermedad en la primera etapa; y
melarsoprol, eflornitina y nifurtimox para la segunda etapa (figura 1.25). Todos estos
farmacos son donados por los fabricantes, y la OMS ha garantizado su distribucion
mundial de forma gratuita. Mientras mas temprano se efectle el tratamiento de HAT,
seran mejores las perspectivas de tolerabilidad y cura. Sin embargo, los farmacos
utilizados en la primera etapa generalmente no curan la enfermedad en la segunda etapa,
o dicho de otra forma, esta injustificado el uso de farmacos de la segunda etapa en el
tratamiento de la primera. Esto es debido a que los medicamentos utilizados en la segunda
fase de la enfermedad cruzan la barrera hematoenceféalica, y tienden a ser mas toxicos y

complejos de administrar que los farmacos de la primera etapa.
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Farmacos utilizados en la primera etapa de HAT Farmacos utilizados en la segunda etapa de HAT
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Figura 1.25: Farmacos empleados en la quimioterapia para la Tripanosomiasis Africana

Humana.
a) Tratamiento de la primera etapa de HAT

La eficacia del uso de pentamidina en pacientes con g-HAT es de un 95 a 98%. Sin
embargo, aun son limitados los datos relacionados a pacientes con r-HAT, donde
solamente el farmaco suramina es efectivo en esta etapa [179,180].

b) Tratamiento de la segunda etapa de HAT

Uno de los farmacos utilizados para el tratamiento en la segunda etapa de HAT es el
compuesto organoarsénico Illamado melarsoprol. Este farmaco se utiliza en pacientes
infectados con T. b. gambiense (en paises de escasos recursos donde la droga eflornitina
no se encuentra disponible) y es el Unico tratamiento para la segunda etapa de r-HAT.

La eflornitina (o-diflurometilornitin, DFMO) es la tnica “nueva” molécula para el
tratamiento de la tripanosomiasis africana que se ha registrado en los ultimos 50 afios. La
monoterapia con eflornitina ha demostrado ser efectiva en un 90 % a 95 % de los casos
con g-HAT, cuya utilizacion ha disminuido la tasa de mortalidad observada en la terapia

con melarsoprol [181].
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En la actualidad, el tratamiento de primera linea para combatir la segunda etapa de g-
HAT es la terapia de combinacion Nifurtimox-eflornitina (NECT). En comparacién con
la monoterapia con melarsoprol o eflornitina, el NECT ha presentado una tasa de curacién
mucho mas elevada y tasas de mortalidad inferiores al 1 %. Ademas, ha mostrado efectos
secundarios adversos menos graves, el método de administracion es mas simple y de
menor duracion, y se postula que evita la resistencia mostrada por el parasito [182—184].
En el afio 2009, NECT fue incluido en la lista de farmacos esenciales de la OMS. Esta
organizacion suministra a los paises endémicos un kit de NECT completo el cual contiene

todos los medicamentos y materiales necesarios para su administracion [182-187].

En resumen, es de gran importancia el disefio de nuevos compuestos activos contra ambos
parasitos tripanosomatidos (T. cruzi y T. brucei). En este sentido, la Quimica Inorganica
Medicinal, y en particular, la Quimica Bioorganometalica surge como una novedosa
estrategia para el desarrollo de agentes antiparasitarios. Si bien ésta es un area
desarrollada no hace muchos afios, hoy en dia existe un gran nimero de investigaciones
enfocadas hacia esta aplicacion [188-191]. En este sentido, este Trabajo de tesis pretende
aportar nuevas y novedosas herramientas terapéuticas basadas en compuestos
bioorganometalicos como posibles agentes terapéuticos para combatir la enfermedad de
Chagas y/o la enfermedad del suefio.
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2.1 ANTECEDENTES

En este capitulo se expondrén los antecedentes bibliograficos que llevaron al desarrollo
de este Trabajo de tesis. Se expondrén los antecedentes relevantes de cada uno de los
ligandos y centros metélicos (fragmentos organometalicos) seleccionados, para

finalmente exponer los objetivos planteados en esta tesis doctoral.

El grupo de investigacion donde se realizo este trabajo (Quimica Inorganica Medicinal:
desarrollo de potenciales farmacos inorganicos) se ha dedicado al desarrollo de
compuestos de coordinacion con actividad frente a parasitos tripanosomatidos. Para la

obtencidn de dichos compuestos se han empleado dos estrategias.

a) Coordinacion de ligandos intercalantes del ADN a iones metalicos de importancia
bioldgica.
b) Coordinacion de ligandos organicos bioactivos a iones metalicos de importancia

bioldgica.

En relacion a la primera estrategia, debido a las similitudes encontradas entre celulas
tumorales y células parasitarias (procesos metabdlicos comunes, rapida velocidad de
replicacion, entre otras), se ha propuesto que aquellos compuestos que interactian
eficientemente con el ADN, principal blanco de compuestos metalicos antitumorales,
tienen amplias posibilidades de mostrar actividad tripanosomicida [1,2]. Un ejemplo de
esta estrategia son los compuestos de oxovanadio(lV) desarrollados que mostraron
afinidad por esta biomolécula, y a su vez, actividad in vitro contra T. cruzi [3]. Con
respecto a la segunda estrategia utilizada, y como se mencionara mas adelante, se han
disefiado compuestos de coordinacién clasicos que incluyen iones metalicos con
potencialidad terapéutica y ligandos organicos activos frente a T. cruzi. Por otro lado,
debido a las similitudes gendémicas encontradas entre T. cruzi y T. brucei, el grupo de
investigacion ha ampliado el estudio de la potencialidad terapéutica de los compuestos
disefiados evaluandolos también en este parasito. Ademas, en los Gltimos afios el estudio
de la potencialidad tripanosomicida de los compuestos metalicos se ha expandido a
compuestos bioorganometalicos [4,5].

Continuando con esa linea, en este Trabajo de tesis se desarrollardn nuevos compuestos

bioorganometalicos con potencial actividad contra parasitos tripanosomatidos, en
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particular, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, aplicando la segunda estrategia
mencionada. Para tal fin, un objetivo primordial es determinar el efecto de la
complejacion (union metal-ligando bioactivo) sobre la actividad biologica y las
propiedades fisicoquimicas de los ligandos bioactivos seleccionados. Los compuestos
desarrollados han sido disefiados de forma racional, es decir, los metales y fragmentos
organometalicos seleccionados, los coligandos y contraiones empleados, como asi
también los ligandos bioactivos seleccionados, se han elegido de manera de modular las

propiedades bioldgicas de los ligandos bioactivos en estos nuevos compuestos.

Para este propdsito, se seleccionaron tres tipos de ligandos bioactivos: el derivado de
imidazol llamado clotrimazol (CTZ), tiosemicarbazonas que contienen al farmacoforo 5-
nitrofurano (HL) y el N-O0xido de 2-mercaptopiridina (Hmpo). A su vez, se seleccionaron
tres familias de centros organometalicos: rutenio(ll)-ciclopentadienilo ({RuCp}),
renio(l)-tricarbonilo  {fac-Re(CO)3}, y  M(II)-1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno
({M(dppf)}, donde M =Pd o Pt). A continuacion se exponen los aspectos relevantes desde
el punto de vista bioldgico de estos centros organometalicos y de los ligandos bioactivos
seleccionados, que motivaron su eleccion para el desarrollo de nuevos compuestos
organometalicos como potenciales farmacos contra parasitos tripanosomatidos. Las
caracteristicas quimicas de estas entidades seran profundizadas en la introduccién de los

capitulos correspondientes.

2.1.1 Ligandos bioactivos

2.1.1.1 Tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido

Las tiosemicarbazonas son moléculas organicas que tienen una estructura quimica general
que incluye: un dtomo de nitrégeno azometinico (N1), un nitrégeno hidrazinico (N2), el
grupo tiocarbonilo (C=S) y un grupo amino (N3) (figura 2.1 a). Estas moléculas han
mostrado interesantes propiedades farmacoldgicas, las cuales han sido ampliamente
estudiadas por la Quimica Medicinal, como asi también por la Quimica Inorganica
Medicinal debido a las caracteristicas quelantes que éstas poseen. Las tiosemicarbazonas

han mostrado actividad como agentes antitumorales, antivirales, antifingicos,
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antibacterianos y antimalaricos. La actividad antitumoral ha sido una de las propiedades
biolégicas mas estudiadas. La Tiaprina (3-aminopiridina-2-carboxaldehido
tiosemicarbazona) ha ingresado a fases clinicas como potencial antileucémico [6]. En
relacion a la aplicacién como potenciales agentes antiparasitarios, foco de este Trabajo
de tesis, Cohen y col. han estudiado un grupo de tiosemicarbazonas que mostraron una
elevada actividad contra Trypanosoma cruzi [7]. La actividad antichagésica observada es
debida a que estos compuestos actuarian como inhibidores de la cruzipaina, principal
proteasa de T. cruzi que se expresa en todas las etapas del ciclo de vida del paréasito y que

es esencial para la replicacion de la forma intracelular [8].

(a) S
R;

R1>/N1\N2)]\T3/
R> l

Ry Ry

HL1:n=0,R=H
HL2: n =0, R = metilo
HL3:n=0, R =etilo
HL4: n=0, R = fenilo
HLS:n=1,R=H

Figura 2.1: (a) Estructura general de las tiosemicarbazonas y (b) tiosemicarbazonas

derivadas del 5-nitrofuraldehido.

Con estos antecedentes, Cerecetto y col. en colaboracién con nuestro grupo de
investigacion, sintetizaron una serie de tiosemicarbazonas derivadas del 5-
nitrofuraldehido como potenciales agentes antichagasicos (HL). Como se muestra en la

figura 2.1b, estos compuestos combinan en una misma molécula el grupo 5-nitrofurano,

72



que es el farmacdforo del farmaco antichagasico Nifurtimox y la tiosemicarbazona

descrita como un potencial inhibidor de cruzipaina [8].

El Nifurtimox es un compuesto nitroheterociclico que actta como un profarmaco. Como
se explicé en el capitulo 1, en uno de los mecanismos propuestos, esta molécula debe
someterse a un proceso de biotransformacidn para mostrar su actividad antichagésica. En
particular, su accionar comienza mediante un proceso de nitrorreduccion. EIl proceso de
biorreduccion de este farmaco puede ser catalizado por dos clases de enzimas, las
nitrorreductasas tipo | y tipo 1. Especificamente, las enzimas del tipo Il contienen FMN
(flavin mononucle6tido) o FAD (flavin adenin dinucledtido) como cofactor, y su
actividad enzimatica es sensible al oxigeno del medio. Como se muestra en el esquema
de la figura 2.2, estas enzimas catalizan la reduccion por un electrén del grupo nitro para
generar un nitro anion radical [9], el cual en presencia de oxigeno reacciona para generar
el radical superéxido O>" y regenerar el compuesto original [10]. El radical superoxido
generado, produciré posteriormente peroxido de hidrogeno (H202) de forma espontanea
0 catalizada por la enzima superdxido dismutasa (SOD), para que finalmente, la
interaccion entre H20» y este radical superoxido, mediante reaccion de Fenton, produzcan
el radical hidroxilo OH- [11].

AN L6 5

O
Reductasas SOD
ﬂ @) H,0 Fe” ’
R N0 N, 2 200 — = OH

Figura 2.2: Esquema representativo del principal mecanismo de accion antichagasico del

farmaco Nifurtimox.

El radical hidroxilo es un fuerte oxidante, no especifico, que puede reaccionar y dafar
proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Si bien la generacion de especies reactivas de
oxigeno (EROS) mediante este proceso de reciclaje redox afecta tanto al parasito como
al huésped mamifero, las defensas antioxidantes del parasito son mucho mas limitadas,

y, en particular, la ausencia de catalasa en T. cruzi (enzima que cataliza la dismutacion de
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H>O> para generar O2 y H>O [9]) conlleva a que éste tienda a acumular peroxido de
hidrogeno, haciendo al parasito més sensible al estrés oxidativo [12]. Cabe destacar que
mediante el analisis de espectros de EPR de células intactas de T. cruzi tratadas con este
farmaco, se identificd la presencia del nitro anion radical (NO "), especie que da inicio a

la cadena de reacciones que generan el estrés oxidativo (figura 2.2) [11].

Se ha comprobado que las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido (HL)
también poseen la capacidad de generar EROS en los parasitos de T. cruzi mediante la
biorreduccion del grupo nitro presente en la estructura molecular de estos compuestos, de
forma similar al mecanismo de accion postulado para Nifurtimox. A efectos de
comprender la actividad anti-T cruzi de estas moléculas, resultd de gran interés estudiar
electroquimicamente el potencial de reduccion del grupo nitro en HL, lo que daria una
idea de la factibilidad de que estos compuestos fueran reducidos en el medio bioldgico.
En estudios de voltametria ciclica, estos compuestos mostraron potenciales de reduccion
del grupo nitro menos negativo que el Nifurtimox (indicando que la bioreduccion de estas
moléculas seria mas favorable que la del farmaco). Posteriormente, a través de la medida
de espectros de EPR (utilizando la técnica de spin trapping para atrapar los radicales de
tiempos de vida cortos) se evidencié la generacion del nitro anion radical y del radical
hidroxilo en parasitos intactos de T. cruzi por la accién de estos compuestos [8,13,14].
Ademas, mediante experimentos de medida de la velocidad de consumo de oxigeno de
los parasitos de T. cruzi, se confirmd la participacion de los compuestos HL en el proceso
de reciclaje redox. Por otro lado, se determind que las tiosemicarbazonas derivadas del 5-
nitrofuraldehido podrian inhibir la cruzipaina, por lo que podrian seguir un mecanismo
de accion dual incluyendo la inhibicion enzimatica y, a su vez, la generacion de estrés

oxidativo en los parasitos mediante la generacion de especies reactivas del oxigeno [8].

Ademas, nuestro grupo de investigacion ha desarrollado varias series de complejos
metalicos de rutenio, paladio y platino donde se incluyeron como ligandos estas
tiosemicarbazonas bioactivas. Los complejos fueron evaluados in vitro contra T. cruzi,
observandose a nivel general un aumento de la actividad citotoxica en comparacion a los
ligandos en su forma libre y al farmaco Nifurtimox. En todos los casos se confirmé que
la generacion de EROS en los parasitos de T. cruzi también forma parte del mecanismo

de accidn antichagasico de los complejos disefiados [4,5,15-19].
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2.1.1.2 N-Oxido de 2-mercaptopiridina

El N-Oxido de 2-mercaptopiridina (Hmpo) es uno de los precursores del farmaco L-
092,201 (figura 2.3). Este farmaco (desarrollado por Merck, Sharp y Dohme Research
Labs) es un potente inhibidor de la enzima NADH-fumarato reductasa (FR) presente en
los parasitos Haemonchus contortus, y se ha confirmado también que inhibe la FR de
Trypanosoma brucei [20]. Por su parte, el compuesto Hmpo ha mostrado una elevada
actividad citotoxica contra Trypanosoma cruzi, siendo uno de sus principales blancos de
accion la enzima NADH fumarato reductasa (TcFR), enzima que participa del

metabolismo de la glucosa en los parasitos tripanosomatidos (figura 2.4) [21].

@ N (b)
| X

N S P
N SH
O—C——(CH,);s—CHj Y
| 0
@)
L-092,201 Hmpo

Figura 2.3: (a) Estructura del farmaco L-092,201 y (b) estructura del N-6xido de 2-

mercaptopiridina (Hmpo).

Los parésitos tripanosomatidos poseen un metabolismo de la glucosa complejo donde
aproximadamente el 70 % de la glucosa consumida es convertida en succinato,
posicionando a éste como su principal producto de excrecién, a excepcién de la formas
sanguineas de T. brucei donde el metabolismo energético esta basado en la oxidacion de
la glucosa de la sangre del hospedero [22-24]. En la figura 2.4 se muestra un esquema
representativo de este proceso glicolitico.
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Figura 2.4: Representacion esquematica del metabolismo de la glucosa en
tripanosomatidos. Los cuadros negros resaltan los productos finales de excrecion (acetato,
L-alanina, glicerol, L-lactato, succinato y COy). Las flechas con diferente grosor
representan el flujo metabdlico de cada paso enzimatico, y las flechas punteadas indican
pasos que posiblemente ocurren en un bajo nivel o no ocurren. Este esquema fue extraido

de la referencia [24].

A nivel general, luego de que ocurre la oxidacion de la glucosa se genera el
fosfoenolpiruvato (PEP) (cuadro verde). La produccién de succinato a partir del PEP se
inicia por la accién de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (reaccion 14) y la
malato deshidrogenasa (reaccion 16) que convierten el PEP en malato. Este producto
metabolico es convertido posteriormente en fumarato por dos isoformas de la enzima
fumarasa, una citosdlica (reaccion 17) y otra mitocondrial (reaccion 19). Finalmente este

compuesto es convertido a succinato por dos enzimas oxido—reductasas dependientes de
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NADH, la fumarato reductasa glicosomal (reaccion 18) [22,25] y la fumarato reductasa

mitocondrial (reaccion 19) (cuadros rojos) [23].

Los parasitos tripanosomatidos en condiciones anaerdbicas utilizan el fumarato como
aceptor de electrones, reduciéndolo a succinato en una reaccion catalizada por la enzima
fumarato reductasa dependiente de NADH (figura 2.5). De esta manera, esta enzimaes la
oxido-reductasa principal en la eliminacién del exceso de equivalentes de reduccién en
estas condiciones, y del mantenimiento del balance redox intracelular en condiciones

normales.

NADH NAD"

Fumarato Succinato

Figura 2.5 Reaccion de reduccién de fumarato a succinato, a expensas de NADH,

catalizada por la enzima FR.

Una caracteristica importante, es que la NADH-fumarato reductasa es una enzima que
esta presente en los parésitos tripanosomatidos, pero no en células normales de los
mamiferos [26-28]. Especificamente en T. cruzi, esta enzima esta presente en todas las
etapas del ciclo de vida del parésito, lo que sumado a su gran importancia en el
mantenimiento del balance redox del parasito, determina que pueda ser considerada como
un interesante blanco terapéutico para el disefio de nuevos agentes antichagasicos [29,30].

Como se menciond anteriormente, el N-6xido de 2-mercaptopiridina (Hmpo) es un
inhibidor de la enzima fumarato reductasa. Estudios de inhibicion enzimatica realizados
sobre la enzima aislada de epimastigotas de T. cruzi (TcFR) mostraron un ICsp = 35 uM.
Ademas, al cultivar células de epimastigotas de T. cruzi con Hmpo durante 5 dias en
presencia de succinato (sustrato de la enzima TcFR), se observo que al agregar este
compuesto al medio de cultivo existe una disminucion significativa del efecto inhibidor

del crecimiento celular generado por Hmpo. A partir de los experimentos realizados, se
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confirmd que el N-0xido de 2-mercaptopiridina disminuye la acumulacion de succinato
en epimastigotas de T. cruzi en una forma dosis-dependiente. Se evalud también el efecto
que genera el Hmpo sobre la viabilidad celular en las otras etapas del ciclo de vida de T.
cruzi. En esos estudios se confirmé que esta molécula es también un potente inhibidor de
la proliferacion de amastigotas de T. cruzi (producidos por infeccion de mioblastos de
mamiferos por tripomastigotas de T. cruzi), y la pre-incubacion de tripomastigotas con
Hmpo mostré también inhibicion de la infeccidn en los mioblastos [21].

En conclusion, el Hmpo es una molécula que posee una elevada actividad anti- T.cruzi.
Si bien adn no esta claro si su modo de accion se debe exclusivamente a la inhibicion de
la TcFR, las bajas dosis empleadas para inhibir el crecimiento celular del parésito (ICso =
0,08 uM) vy la baja toxicidad para los cultivos celulares de mamifero, sugieren que este

compuesto puede ser un potencial agente antichagasico.

El grupo de investigacion donde se realiz6 este Trabajo de tesis también ha utilizado el
Hmpo como ligando bioactivo en el disefio de potenciales metalofarmacos. En particular,
se evaluaron in vitro los compuestos [M'(mpo)2] (M = Pd o Pt) y [Au'2(mpo)2(PPhs);]
contra T. cruzi, observandose un considerable aumento de la actividad antiparasitaria en

comparacion al ligando en su forma libre (fue evaluada la sal s6dica Nampo) [31,32].

2.1.1.3 Clotrimazol

El Clotrimazol (CTZ), [1-(2-clorofenil)-difenil-metil] imidazol (figura 2.6), fue el primer
compuesto derivado de imidazol desarrollado para el tratamiento de infecciones micoticas
humanas. Este compuesto fue sintetizado en los laboratorios de investigacion de Bayer y
fue descrito por primera vez en el afio 1969 [33]. El Clotrimazol, como asi también

muchos compuestos derivados de azol, juegan un rol importante en la terapia antifungica.
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Figura 2.6: (a) estructura general de compuestos derivados de imidazol y (b) estructura

del farmaco Clotrimazol.

Los compuestos imidazélicos con propiedades antimicéticas poseen una estructura
quimica general (figura 2.6 a) con dos caracteristicas principales para dicha actividad
bioldgica: el anillo imidazol (o en algunos casos triazol) no debe poseer sustituyentes, y
debe existir un enlace covalente nitrogeno-carbono entre el anillo heterociclico y el resto
de la molécula. Los sustituyentes de este atomo de carbono (X, y, z en la figura 2.6) son

fundamentales para modular la actividad antiflngica.

El principal mecanismo de accion antifingica de los azoles es la inhibicion de la
biosintesis de esteroles de membrana (BEM) [34]. Los esteroles son moléculas derivadas
del ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 2.7) que desempefian una funcién estructural
en las membranas celulares [35]. En esta ruta biosintética, el producto final obtenido es
el ergosterol (similar al colesterol presente en humanos), el cual es un componente
esencial de la membrana citoplasmatica fungica. La pérdida progresiva de ergosterol en
los hongos genera alteraciones de la estructura de la membrana citoplasmatica

conduciendo finalmente a un eflujo letal de iones y material citoplasmatico.
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R = hidrocarburos saturados o insaturados

Figura 2.7: Estructura general de los esteroles

En los Gltimos afios se han desarrollado diversos compuestos dirigidos a la inhibicion de
la BEM en parésitos tripanosomatidos, utilizando farmacos ya empleados con éxito contra
patdgenos flngicos. Esto es debido a que los parasitos tripanosomatidos poseen estrechas
similitudes con los hongos en cuanto a la composicion y la biosintesis de esteroles. En
particular, se ha desarrollado y estudiado como potenciales agentes contra parasitos
tripanosomatidos un conjunto de compuestos derivados de azol. Por ejemplo, para los
compuestos fluconazol e itraconazol se ha confirmado, mediante estudios in vitro e in
vivo, su potencialidad como agentes antiproliferativos de Leishmania spp. [36,37] y
Trypanosoma cruzi [38,39]. Los triazolicos antifungicos posaconazol y ravuconazol
también han demostrado, mediante estudios in vitro y en modelos de animales, su potente
actividad anti-T. cruzi y su elevada selectividad, incluso en cepas resistentes a los
farmacos antichagasicos Benznidazol y Nifurtimox [40-42]. Estudios recientes han
evaluado la seguridad y eficacia del uso de posaconazol en pacientes chagasicos crénicos
en monoterapia, y en combinacién con Benznidazol. En particular, este compuesto
demostro actividad tripanostatica durante el tratamiento, aunque fue ineficaz en el uso a

largo plazo en portadores asintomaticos de T. cruzi [43,44].

Al igual que los hongos, el T. cruzi posee claras diferencias en la ruta biosintética de
esteroles de membrana respecto al huésped mamifero. Las principales diferencias radican
en que los mamiferos producen colesterol utilizando complejos multi-cataliticos, mientras
que el protozoario produce ergosterol utilizando proteinas monofuncionales [45]. A pesar

de la presencia de colesterol en los parasitos, se ha confirmado que éstos no son capaces
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de sustituir por colesterol los esteroles sintetizados endégenamente [46]. A partir de estas
diferencias y del conocimiento de la BEM de los parésitos, se han investigado diversos
inhibidores de esta ruta biosintética, los cuales acttan en diferentes etapas de la biosintesis

de ergosterol a partir de &cido mevalonico (figura 2.8).

O OH

Ho)J\X/\OH

Acido mevalonico
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€))
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Lanosterol
H
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lanosterol-14a-metil demetilasa v

Ergosterol

Figura 2.8: Esquema de la biosintesis de esteroles de membrana.
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Las etapas de la BEM que han sido mayormente investigadas como potenciales dianas
terapéuticas son: la transformacion de mevalonato en escualeno [47], la transformacidn
de escualeno en d6xido de escualeno [48], la inhibicion de las enzimas lanosterol sintasa
[49], oxidoescualeno ciclasa [50] y escualeno sintasa [51], la C-14 demetilacion del
lanosterol [52], y potenciales farmacos que actlan directamente sobre el ergosterol [53].

De todas éstas, la diana terapéutica mas estudiada es la enzima C-14 esterol demetilasa.

El Clotrimazol ha mostrado actividad antiproliferativa sobre los parésitos de T. cruzi [54].
La actividad antichagasica de este compuesto, como también la de otros derivados de
azoles, es debida a que actian como inhibidores especificos de la enzima a-C-14
demetilasa dependiente de citocromo P-450, enzima que cataliza la conversion de
lanosterol a ergosterol en la ruta biosintética (figura 2.8) [55].

2.1.2 Fragmentos organometalicos

2.1.2.1 Ru(l1)-ciclopentadienilo {RuCp}

El estudio y desarrollo de complejos de rutenio como potenciales agentes antiparasitarios
inicié hace mas de 20 afios con los trabajos del grupo de investigacién de Sanchez-
Delgado y col. Este grupo desarrollé inicialmente compuestos de coordinacion clasicos
con ligandos bioactivos derivados de azoles como el clotrimazol (CTZ) y el ketoconazol
(KTZ) [54-56]. Posteriormente, y considerando las interesantes propiedades
antitumorales de los complejos half sandwich Ru'-areno, desarrollaron complejos
organometalicos que incluian el fragmento {Ru"-p-cimeno} vy estos ligandos azoles. De
esta manera, obtuvieron los complejos [Ru''(n8-p-cimeno)Clz(L)], [Ru"(m®-p-
cimeno)(en)(L)](BFa)2, [Ru"(m5-p-cimeno)(bipy) (L)](BFa4)2 y [Ru"(m®%-p-
cimeno)(acac)(L)](BFs) (L =CTZ o0 KTZ, en = etilendiamina, bipy = bipiridina y acac =
acetilacetonato) [57,58]. Estos fueron evaluados in vitro contra T. cruzi y Leishmania.
major, y en osteoblastos humanos para evaluar la selectividad de la actividad
antiparasitaria. Los compuestos resultaron ser activos contra ambos paréasitos, con valores

de LDso (dosis letal media) en el rango micromolar o submicromolar. Ademas, los

82



compuestos que incluyeron ligandos cloruro y acetilacetonato fueron evaluados in vivo
contra la leishmaniasis cutanea en ratones BALB/c infectados con promastigotas

metaciclicos de L. major, mostrando una moderada, pero selectiva actividad [59].

BF
| e \\CTZ (BF4)2

Ru
o\ etz \\/NHZ
Cl
[Ru''(n®p-cimeno)Cly(CTZ)] [Ru'(n%-p-cimeno)(en)(CTZ)](BE,),

| %Q
Sau R
e \\CTZ (BF4), o lu\CTZ (BF,)
L Ns (_ 0
\ Y
[Ru''(n®-p-cimeno)(bipy)(CTZ)](BF,), [Ru'l(n®-p-cimeno)(acac)(CTZ)](BF,)

Figura 2.9: Algunos de los complejos organometélicos desarrollados por Sanchez-

Delgado y col.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado también complejos que incluian el core
{Ru'"-p-cimeno} y las tiosemicarbazonas bioactivas derivadas del 5-nitrofuraldehido
(HL) como ligandos [4,5,60]. Se sintetizaron complejos dinucleares de formula [Ru'(p-
cimeno)2(L)2]X2 ( X = CI" 0 PFe’) (figura 2.10) los cuales fueron evaluados in vitro contra
T. cruzi y T. brucei. EI complejo que incluyé el ligando HL4 (figura 2.10) fue el que
mostrd la mejor actividad citotoxica contra ambos parasitos, y se observé que aquellos
complejos que incluyeron el contraion ClI” fueron més activos que los que poseen PFes. Se
estudiaron también los probables mecanismos de la accion antiparasitaria observada, en
particular, se confirmd la generacion por biorreducciéon de radicales intraparasitarios

toxicos en T. cruzi, la inhibicidon de cruzipaina de T.cruzi y la interaccion con ADN.
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Ademas, se incluyeron estudios sobre la interaccion de estos compuestos con albumina y

transferrina [4,5,60].

B ] 2+
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[Ru'y(n°-p-cimeno),(L),]*"
Figura 2.10: Complejos que incluyen el fragmento organometalico {Ru"-p-cimeno} y las

tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido.

Previo a este Trabajo se tesis, no existian publicaciones relacionadas con la potencialidad
tripanosomicida de compuestos organometalicos que incluyan el fragmento {RuCp}. Sin
embargo, considerando las propiedades antiproliferativas de los complejos Ru''-areno,
junto con las alentadores propiedades anticancerigenas de los metalocenos (mencionados
en la introduccion), se han desarrollado compuestos que incluyen el fragmento
organometalico {Ru'"-ciclopentadienilo} (RuCp) como potenciales antitumorales. Cabe
destacar, por ejemplo, el complejo [Ru"CpCI(PTA).] que fue evaluado en células de
adenocarcinoma murino TS/A [61], o los complejos del tipo [Ru''Cp(CO)L]* con
ligandos piridocabarzol que resultaron ser fuertes y selectivos inhibidores de las proteina
quinasa GSK-3 y Pim-1 [62]. En este contexto, el grupo de investigacion de M. Helena
Garcia y col. han desarrollado diversos complejos que incluyen el fragmento

organometalico {RuCp}, los cuales mostraron interesantes propiedades anticancerigenas

[63-66].
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2.1.2.2 Re(l)-tricarbonilo, fac-{Re(CO)s}

En base a las interesantes propiedades bioldgicas, que fueron mencionadas en la
introduccion, que presentan complejos que incluyen el fragmento organometalico fac-
{Re(CO)s}, se ha incluido este core organometalico en el disefio de potenciales agentes
antiparasitarios. En este contexto, nuestro grupo de investigacion ha sintetizado y
estudiado la potencial actividad tripanosomicida de complejos de Re(l)-tricarbonilo con
ligandos semicarbazona derivados del salicilaldehido. Los complejos mostraron una
moderada actividad in vitro contra Trypanosoma cruzi (con valores de ICso entre 57,3 uM
y 187,0 uM), observandose un incremento de la actividad antiparasitaria, con respecto al

correspondiente ligando libre, luego del incluir este fragmento organometélico [67].

Otro ejemplo existente en la literatura sobre complejos de Re(l)-tricarbonilo con actividad
contra T. cruzi, son los complejos desarrollados por Klahn y col. Este grupo sintetizo en
primera instancia complejos ciretrenil iminas derivados del 5-nitrofurano que incluian el
core [Re'Cp(CO)s]. Los estudios in vitro mostraron que si bien los complejos fueron
menos activos que el Nifurtimox, éstos poseen una actividad citotdxica superior que los
fragmentos organometéalicos por separado. Los autores proponen que esto se podria deber
a un aumento en la lipofilia o a un sinergismo entre los fragmentos organometalicos y el
grupo 5-nitrofurano [68]. Posteriormente, los autores disefiaron otros complejos ciretrenil
derivados del 5-nitrotiofeno y del 5-nitrofurano incluyendo un ligando azina (2,3-diaza-
1,3-butadieno) (figura 2.11). Estos compuestos fueron evaluados in vitro contra T. cruzi
obteniéndose valores de ICso entre 12,7 uM y 87,7 uM, observandose que luego de la
inclusion de estos ligandos existe un aumento de la actividad antichagasica. Los autores
proponen que esto estaria relacionado con que la conjugacion « facilité la comunicacion

electronica entre los fragmentos organometalicos y los grupos nitroheterociclicos [69].
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Figura 2.11: Estructura de los compuestos ciretrenil derivados del 5-nitrotiofeno y 5-

nitrofurano.
1.2.3 M(11)-1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno, {M(dppf)}

La inclusién del fragmento de ferroceno en moléculas bioactivas ha sido una novedosa
estrategia, denominada generacion de anéalogos, para el disefio de nuevos farmacos, ya
sea para disminuir la toxicidad en células normales y/o para mejorar su indice terapéutico.

Un ejemplo lo constituye el ferrocifeno mencionado en el capitulo anterior.

La primera aplicacion de esta estrategia en el desarrollo de potenciales farmacos
antiparasitarios lo constituye el desarrollo de la ferroquina, analogo del agente
antimalarico Cloroquina (figura 2.12). La malaria es una enfermedad parasitaria causada
por el parasito Plasmodium falciparum (P. falciparum), el cual actualmente ha mostrado
resistencia hacia los fArmacos antimaléricos, y en particular hacia la Cloroquina [70,71].
En base a los novedosos resultados obtenidos con los ferrocifenos, y apoyados en el hecho
de que los parésitos del género P. falciparum requieren hierro para su desarrollo dentro
de los gldbulos rojos del huésped mamifero infectado, Biot y col. aplicaron el mismo
concepto a la molécula de Cloroquina, introduciendo un fragmento ferroceno en la
estructura de este farmaco. Este grupo sintetizO varios compuestos analogos a la
Cloroquina sustituyendo dos grupos metileno de la cadena butilo lateral de la cloroquina
por ferroceno, y se modificd también el grupo amino terminal [72]. La figura 2.12 muestra
la estructura de la ferroquina y alguno de los compuestos derivados generados. La
actividad antimalarica de la ferroquina fue estudiada in vitro sobre una cepa de P.
falciparum sensible a Cloroquina (HB35CQS) mostrando la ferroquina y la Cloroquina
similar actividad. Sin embargo, el estudio in vitro sobre una cepa resistente a Cloroguina
(Dd2) mostro valores de 1Cso = 22 nM para ferroquina, e ICso = 130 nM para Cloroquina

[73]. Posteriormente, mediante estudios in vivo sobre ratones infectados con cepas de
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Plasmodium sensibles y resistentes a Cloroquina, se confirm6 que la molécula de
ferroquina es el compuesto méas activo de todos los sintetizados, y que administrado
durante 4 dias a una dosis de 8,4 mg/Kg protege a los ratones de la infeccién mortal
[74,75]. Los cambios en la actividad bioldgica observados en la ferroquina respecto a la
Cloroquina estarian asociados a la modificacion de la lipofilia del compuesto original,
pero también a la generacion de radicales libres por reacciones tipo Fenton a nivel del

fragmento de ferroceno [76].
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Figura 2.12: Estructura molecular de (a) cloroquina y (b) ferroquina y derivados.

La ferroquina fue también evaluada contra T. brucei mostrando una interesante actividad
in vitro, que segun sefialan los autores, estaria relacionada con la generacion de EROS

causantes de dafio celular, similar a lo observado en los parasitos de P. falciparum [77].

Ademas de estos antecedentes, el grupo de Cicarelli y col. disefiaron complejos derivados
de ferrocenil y benzil diamina (hidroxicloruro de Ni-benzil, N>-metilferroceniletano-1,2-
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diamina y hidroxicloruro de Ni, N>-dibenziletano-1,2-diamina, respectivamente) los
cuales fueron evaluados contra T. cruzi y T. brucei [78]. Estos compuestos mostraron un
aumento de la actividad tripanosomicida luego de la inclusion del fragmento de ferroceno
probablemente, segln sefialan los autores, debido al aumento de la lipofilia y/o a las
diferencias en las propiedades redox o la geometria de la molécula luego de la inclusién

del ferroceno.
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Figura 2.13: Estructura de los compuestos derivados de ferrocenil diamina.

Por otro lado, se ha demostrado que la presencia de dos iones metalicos en el disefio de
nuevos farmacos ejerce un efecto cooperativo sobre la actividad citotoxica y las
propiedades fisicoquimicas de interés bioldgico de los complejos finales. A menudo estos
compuestos son capaces de superar la resistencia celular, debido a la posibilidad de
combinar los diferentes mecanismos de accion intrinsecos de cada fragmento metéalico
[79,80]. Los ejemplos existentes de esta estrategia se basan en la combinacion de las

caracteristicas quimico-bioldgicas de centros metalicos farmacoldgicamente relevantes.

La mayoria de estos compuestos han sido disefiados como potenciales agentes

anticancerigenos. Por ejemplo, se han estudiado complejos heterobimetalicos de Ru(ll)
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similar a RAPTA como los compuestos [Ru"(n8-p-cymeno)CI][Ti"V(n®-CsHs) Cla(p-
1°:k1-CsHa(CH2)nPPh2)](BF4) (n= 0, 2), complejos heterobimetalicos de Au(l)/Ru(ll)
con ligandos carbenos N-heterociclicos [81,82], compuestos heterobimetalicos
Pt(11)/Au(l) con ligandos dipiridil-fosfina [83], compuestos basados en Ti(IV) analogos
al dicloruro de titanoceno como los complejos [Ti"V(n®-CsHs)2Me(u-mba)Au'(NHC)],
[Ti"Cla{n®-CsHarc-(CH2)sPPh2}2(M"CLo)]-2THF (M =Pd,n =0, 2y 3; M =Pt n =0, 2
y 3), [Ti"V(n-CsHs).Me(u-mba)Au'(PR3)], [Ti'V(n-CsHs)2{ OC(O)CH2PPhAU'CI},] Yy
[[Ti"V(13-CsHs)(u-n°:k!-CsHaPPh2)Cl2]2Au'l(PFs) [84-88], complejos heteronucleares de
Au(l) anélogos a la auranofina, como los compuestos dinucleares con ligandos derivados
de ferroceno del tipo Au(l)/Fe(ll) con ligandos ferrocenil-amida fosfina
PPh,CH2CHoNHCOFe  (Fc = grupo  ferrocenil  ferroceno) de  férmula
[Au'CI(PPh,CH.CH2NHCOFc)], o los complejos [Au'(FcCO-triptofano-OMe)(PR3)] vy
[Au'(FcCO-prolinamida)(PR3)][89,90]. Cabe destacar, que en todos estos compuestos se
observo un incremento en la actividad antitumoral en comparacion a los respectivos

complejos homonucleares.

Un derivado de ferroceno que ha sido empleado en un principio con fines cataliticos, es
el 1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno, dppf. En los dltimos afos, este fragmento
organometalico ha sido empleado como coligando en el disefio de potenciales
metalofarmacos heterobimetalicos con propiedades anticancerigenas. Por ejemplo, el
complejo [Au"'(L)(u2-n?-CSs)Pd"(dppf)](PFs), (donde HL = 5-metoxi-1,3-bis(1-metil-
1H-benzo[d]imidazol-2-il)benceno) mostrd una citotoxicidad mayor que el cisplatino y
la auranofina sobre varias lineas de células cancerigenas humanas, y ademas, mostro

citotoxicidad sobre lineas celulares sensibles y resistentes al cisplatino [91].

El intento de reemplazar el uso clinico del farmaco cisplatino, ha llevado al disefio y
evaluacion de nuevos compuestos de Pt(Il) con ligandos ferrocenil derivados. Estudios
han demostrado que compuestos del tipo Pt(I1)-dppf exhiben actividad antineoplasica y
antimicrobiana [92,93]. Este tipo de compuestos incluyen en una misma entidad el
fragmento cis-Pt(ll) que presenta una gran afinidad por el ADN [94], un ligando
ferrocenil derivado que genera cominmente aumento en la actividad antiproliferativa, y
coligandos difosfinas que son quimicamente similares al 1,2-bis(difenilfosfino)-etano
(dppe) cuyos compuestos han mostrado una actividad antitumoral prometedora [92]. En

base a este antecedente, Mello y col. sintetizaron el complejo [Pt"(dppf)(H20)2](NOs): el
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cual mostro una gran afinidad por el ADN, pudiendo ser considerado como un potencial

compuesto anticancerigeno [95].

Cabe destacar que al inicio de este Trabajo de tesis, no se habian reportado estudios sobre
la potencialidad tripanosomicida de compuestos que incluyen el fragmento
organometalico {M(dppf)} (M = Pd o Pt).

2.2 PROPUESTA

En base a todo lo expuesto, en este Trabajo de tesis se pretende desarrollar tres series de
complejos organometélicos que incluyen ligandos bioactivos:

1. Complejos que incluyen el fragmento Ru(ll)-ciclopentadienilo y dos tipos de
ligandos bioactivos: tiosemicarbazonas bidentadas derivadas del 5-
nitrofuraldehido y Clotrimazol.

2. Complejos que incluyen el fragmento Re(l)-tricarbonilo y tiosemicarbazonas
bioactivas derivadas del 5-nitrofuraldehido.

3. Complejos heterobimetalicos que incluyen el fragmento M(II)-1,1"-
bis(difenilfosfino)ferroceno (M = Pd o Pt) y dos tipos de ligandos bioactivos: N-
Oxido de 2-mercaptopiridina (Hmpo) y tiosemicarbazonas bioactivas derivadas
del 5-nitrofuraldehido.

2.2.1 Objetivos generales y especificos.

2.2.1.1 Objetivo general: El objetivo general de este trabajo es el desarrollo de nuevos
compuestos bioorganometalicos como potenciales herramientas terapéuticas para el
tratamiento de las tripanosomiasis americana y africana humana. Si bien el grupo de
investigacion trabaja hace afios en Quimica Inorganica Medicinal desarrollando
compuestos metalicos con ligandos bioactivos contra T. cruzi para obtener compuestos
con actividad incrementada y perfil farmacoldgico mejorado, es objetivo general de la
propuesta actual profundizar los trabajos ya iniciados previamente en Quimica
Organometalica. Se pretende explorar las potencialidades de esta para el desarrollo de
compuestos metalicos tripanosomicidas y generar capacidades en el trabajo en Quimica

Organometalica.
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2.2.1.2 Objetivos especificos

- Sintetizar y caracterizar exhaustivamente por diferentes técnicas nuevos
compuestos de Ru(ll)-ciclopentadienilo (Ru""Cp), Re(l)-tricarbonilo (fac-
{Re!(CO)s} y M(11)-1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno ({M"(dppf)}, M = Pd o Pt),
que incluyan los ligandos bioactivos seleccionados (tiosemicarbazonas derivadas

del 5-nitrofuraldehido, clotrimazol y N-Oxido de 2 mercaptopiridina).

- Estudiar propiedades fisicoquimicas de potencial interés biolégico de los
compuestos desarrollados: lipofilia, estabilidad, comportamiento electroquimico.

- Evaluar la actividad in vitro de los compuestos contra T. cruzi y T. brucei y su

citotoxicidad en células mamiferas modelo.

- Incursionar en la comprensién del probable mecanismo de accion de aquellos
compuestos que resulten bioactivos. Se estudiara el ADN como blanco potencial
para todos los compuestos ademas de la formacidn intraparasitaria de radicales
libres toxicos para el parasito, la inhibicion de la biosintesis de esteroles o la

inhibicion de la enzima NADH-fumarato reductasa, segin corresponda.

- Estudiar la probable interaccion de los complejos con albimina sérica bovina

como modelo de proteina transportadora de farmacos.

- Realizar un estudio comparativo de los resultados obtenidos para los compuestos
objeto de esta propuesta y los obtenidos anteriormente para compuestos de
coordinacion clasicos y organometalicos de estos centros metélicos con los

mismos ligandos bioactivos.
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3.1 Sintesis

3.1.1 Sintesis de precursores

3111 Sintesis de [Ru"'CpCI(PPhs)]

La sintesis del precursor de rutenio se realiz6 siguiendo un procedimiento experimental
previamente descrito [1]. Se disolvieron 2,00 g (10 mmol) de RuClz en 80 mL de etanol
absoluto, y sobre esta solucién se afiadieron 11,63 g (44 mmol) de trifenilfosina. La
mezcla se calento a reflujo, bajo atmosfera de dinitrgeno, y se afiadieron 12 mL de
ciclopentadienilo previamente destilado. Luego de dos horas de reflujo, se observo la
precipitacion de cristales anaranjados, los cuales se filtraron en atmosfera de N2 y se
lavaron con porciones sucesivas de etanol frio, agua destilada y una mezcla etanol/éter de

petrdleo (1:1). El s6lido obtenido fue secado a vacio.

3.1.1.2 Sintesis de [Re'Br(CO)s]

La sintesis del compuesto precursor de renio se realizd segin un procedimiento
previamente reportado [2]. Se hizo reaccionar en atmoésfera de N2, 1,00 g (1,5 mmol) de
[Re2(CO)10] y 0,12 mL (1,6 mmol) de Br2 en 50 mL de hexano. La solucion se agito hasta
observar la desaparicion del color ambar caracteristico del Br.. El sélido obtenido se

separd por rotaevaporacion y se purificé mediante sublimacion a 90°C a presion reducida.

3.1.1.3 Sintesis de [M''Cl2(dppf)] (M = Pd o Pt)

Los precursores [Pd''Clz(dppf)]-CHCIs y [Pt"'Cl2(dppf)]-CHCIs se obtuvieron a partir de

los complejos [Pd"Cl2(dmso)2] y [Pt"'Cl2(dmso),], respectivamente. Los cuatro complejos
fueron obtenidos segun técnicas previamente descritas [3].

a) [Pd"Clz(dmso)2]: Se disolvieron 0,25 g (1,41 mmol) de PdCl,en 5 mL de DMSO,

y la suspension obtenida se agito en caliente (~ 100°C) hasta obtener una solucion

homogénea. La agitacion se mantuvo hasta alcanzar la temperatura ambiente,
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observandose inmediatamente la precipitacion de un sélido amarillo el cual fue
lavado con dos porciones de éter anhidro.

b) [Pt"Cl>(dmso).]: Se disolvieron 0,625 g (1,50 mmol) de Kz[PtCls] en 5 mL de
agua destilada, y sobre esta solucién se afiadieron 0,3 mL de DMSO. La solucion
fue agitada a temperatura ambiente hasta observar la precipitacion de un solido
blanco. Este sélido se lavo con porciones sucesivas de agua destilada, etanol y
éter anhidro.

Obtenidos ambos complejos [M'Cl(dmso)2], se sintetizaron los compuestos
[Pd"Cl(dppf)]-CHCIs y [Pt''Clo(dppf)]-CHCIs siguiendo métodos experimentales
previamente descritos [4]. Se disolvieron cantidades equimolares del complejo
[M''Cl,(dmso).] (60 mg; 0,18 mmol de [Pd"Cl>(dmso),], y 188 mg; 0,44 mmol de
[Pt'Cl2(dmso)2]) vy el ligando dppf (Pd(ll): 100 mg, Pt(ll): 246 mg) en 15 mL de
cloroformo, y la mezcla se calent6 a reflujo durante 30 minutos. Posteriormente, se
evapord el solvente hasta un volumen aproximado de 5 mL, observandose la precipitacion
de un solido de color rojo para el complejo de Pd(l1) y amarillo para el complejo de Pt(l1),
que fue separado por centrifugacion y lavado con dos porciones de éter anhidro. Los

s6lidos obtenidos se secaron al aire durante un dia.

3.1.2 Sintesis de los compuestos {RuCp}

3.1.21 Sintesis de [Ru"'Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsS0s)

El complejo [Ru"Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs), que sera codificado como RuCpCTZ, se
sintetizd a partir de la reaccion entre el precursor [Ru'"CpCI(PPhs)2] y el ligando
Clotrimazol (CTZ) (figura 3.1). Experimentalmente, se disolvieron 0,32 g (0,50 mmol)
del precursor y 0,12 g (0,45 mmol) de AgCF3SOzen 10 mL de diclorometano seco y
destilado. La mezcla se mantuvo con agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora'y
30 minutos, para posteriormente afiadir 0,17 g (0,50 mmol) del ligando CTZ. La solucién
resultante se agitd nuevamente durante 2 horas. El precipitado formado, correspondiente
a AgCl, se separ0 por filtracion bajo N2, y el sobrenadante se evaporé a vacio. Se obtuvo
un solido color amarillo, el cual se purificé por columna de silica gel GF254 utilizando

como fase mavil éter de petroleo/acetona (1:1).
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Figura 3.1: Esquema de sintesis del compuesto [Ru"'Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs).

3.1.2.2 Sintesis de los compuestos [Ru''Cp(PPhsz)(L)]

La sintesis de los tres complejos [Ru"Cp(PPhs)(L)], codificados como RuCpL, fue
realizada siguiendo el mismo procedimiento experimental (figura 3.2). Se disolvieron
0,320 g (0,50 mmol) del precursor [Ru"CpCI(PPhs);] y 0,50 mmol del ligando
tiosemicarbazona (HL2 = 0,113 ¢g; HL3 = 0,120 g y HL4 = 0,145 g) en 10 mL de
diclorometano seco y destilado. A esta mezcla se afiadieron 6 mL de metanol y se
mantuvo el sistema en condiciones de reflujo durante 24 horas en atmosfera de N». La
solucién obtenida se rotaevapor6 a sequedad, y el solido obtenido fue purificado por
separacién en columna de silica gel, y se utiliz6 como fase movil diclorometano seco y
destilado. El eluido se rotaevaporé a sequedad, y se obtuvo en todos los casos un solido
color violeta que fue recristalizado en una mezcla diclorometano: hexano (1:2) y
guardado en heladera a ~ 4°C.

: =
@ [}\/N )]\ CH;O0H/ CH,Cl, \

Z NHR —MM> it S
+ O.N N Ru >/NHR

2 0 H reflujo/24 h
/Ru\ \ N
Ph;P” | PPy Ph,P N—
cl HL2 R- CH; ~ J
\ o
HL3 R=-"CH

3 O,N

HL4 R:—© -
[Ru™Cp(PPh;)(L)]

Figura 3.2: Esquema de sintesis de los compuestos [Ru''Cp(PPhs)(L)].
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3.1.3 Sintesis de los compuestos fac-{Re(CO)s}

3131 Sintesis de los compuestos fac-[Re'(CO)3Br(HL)]

El esquema de sintesis de los tres complejos codificados Re-(CO)s-HL se muestra en la
figura 3.3. En condiciones de reflujo, se disolvieron 0,108 mmol del ligando HL (23 mg
de HL1, 28 mg de HL4, y 22 mg de HL5), y sobre esta solucion se afiadieron 44 mg
(0,108 mmol) del precursor [ReBr(CO)s] previamente disueltos en 5 mL de tolueno en
caliente. La mezcla de ambos reactivos se mantuvo en condiciones de reflujo durante 24
horas. Luego de este tiempo, se observo, en todos los casos, la precipitacion de un sélido
color café, que fue separado por centrifugacién y lavado con dos porciones de tolueno.

Los compuestos obtenidos se secaron a vacio durante 2 a 3 dias.

OC//, \\Br
l' / / ~ )k

tolueno HL1 n=0,R=H
reflujo/24 h HL4 n=0,R = fenilo
HLS n=1,R=H
CO
OC/////,, ", \\\\\\\\\Br
“Re™
/ fac-[Re'(CO);Br(HL)]
oC
S
/ A\ N
NS \N)J\NHR
O,N 0 H

Figura 3.3: Esquema de sintesis de los compuestos fac-[Re'(CO)sBr(HL)].

3.1.4 Sintesis de los compuestos {M(dppf)} (M = Pd o Pt)

La sintesis de todos los complejos {M(dppf)} se realiz6 siguiendo el mismo

procedimiento experimental que se resume en la figura 3.4.
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Figura 3.4: Esquema de sintesis de los complejos [M'(mpo)(dppf)](PFs) vy
[M'(L)(dppf)](PFs) (M = Pd o Pt).

3.14.1 Sintesis de los compuestos [M"(mpo)(dppf)](PFs), M = Pd o Pt

La sintesis de los dos complejos M-dppf-mpo se realiz6 disolviendo 50 mg del precursor
[M''CI(dppf)]-CHCIz en 10 mL de metanol (0,059 mmol de [Pd""Clx(dppf)]; 0,053 mmol
de [Pt""Cl(dppf)]), y sobre esta solucion se agregaron cantidades equimolares de la sal
Nampo (sal sodica de N-6xido de 2-mercaptopiridina) previamente disueltos en 5 mL de
metanol (8,8 mg para el compuesto de Pd(Il) y 7,9 mg para el de Pt(Il)). La mezcla se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora, y, posteriormente, se evaporé el solvente
hasta obtener un volumen aproximado de 5 mL. Se enfrié a temperatura ambiente, se
agregd NaPFs disuelto en el minimo volumen de metanol (9,9 mg; 0,059 mmol para el
compuesto de Pd(Il) y 8,9 mg; 0,053 mmol para el compuesto de Pt(Il)). La solucién
obtenida se mantuvo 24 horas en heladera (~4°C), y, posteriormente, se observo la
precipitacion de un solido, color marron para el complejo de paladio y amarillo para el
complejo de platino, que fue luego recristalizado mediante difusién lenta liquido/liquido
diclorometano:hexano. Por este procedimiento se obtuvieron monocristales de ambos

compuestos.
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3.1.4.2 Sintesis de los compuestos [M''(L)(dppf)](PFs), M = Pd o Pt

La sintesis de los ocho complejos [M'(L)(dppf)](PFs), codificados M-dppf-L, se realizé
disolviendo 50 mg del precursor [M"Clx(dppf)] (0,059 mmol de [Pd"'Cl,(dppf)]-CHCIs 0
0,053 mmol de [Pt"Clz(dppf)]-CHCI3) en 10 mL de metanol. Sobre esta solucion se
agregaron cantidades equimolares del ligando HL (complejos de Pd': 12,6 mg de HL1,
13,4 mg de HL2, 14,3 mg de HL3 y 17,2 mg de HL4; complejos de Pt'": 11,3 mg de HL1,
12,1 mg de HL2, 12,8 mg de HL3 y 15,4 mg de HL4) que fueron previamente disueltos
en 5 mL de metanol. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora, v,
posteriormente, se evapord el solvente hasta un volumen aproximado de 5 mL. Se
afiadieron 46 mg (0,27 mmol) de NaPFs disuelto en el minimo volumen de metanol, y
luego de 24 horas en heladera (~ 4°C) se observd la precipitacion de los compuestos. Los
solidos obtenidos se recristalizaron mediante difusién lenta liquido/liquido

diclorometano:hexano, obteniéndose monocristales de los ocho compuestos.

3.2 Caracterizacion

3.2.1 Caracterizacion en estado solido

3211 Anélisis elemental de elementos livianos

Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados por analisis elemental de C, N,
Hy S. Los andlisis fueron realizados en un analizador Thermo Scientific Flash 2000 con
un procesador de datos Eager 200, perteneciente a la Facultad de Quimica, UdelaR. Los
resultados obtenidos por esta técnica permitieron confirmar las formulas propuestas para

cada complejo.

3.2.1.2 Espectroscopia infrarroja
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La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis que permite identificar energias
vibracionales de enlace de las moléculas estudiadas [5]. Los espectros de infrarrojo
permitieron identificar la presencia de los ligandos en los complejos sintetizados. La
estrategia de analisis consistio en identificar en los espectros de infrarrojo de cada ligando
libre las bandas de vibracion caracteristicas, y, posteriormente, identificar estas mismas
en los espectros de los complejos sintetizados. Considerando corrimientos en las
frecuencias de vibracién de alguna de estas bandas, se pudo identificar los sitios y modos
de coordinacion del ligando hacia cada centro metalico. Los espectros de infrarrojo fueron
medidos en un rango entre 4000 y 400 cm™ en pastillas de KBr utilizando un equipo
Shimadzu IRPrestige-21 de Facultad de Quimica, UdelaR.

3.2.1.3 Difraccion de rayos X en monocristal

La cristalografia de rayos X es una técnica de difraccion que brinda una descripcion
detallada de la disposicion espacial de los &tomos en una molécula, la cual se realiza en
un difractdbmetro de rayos X de monocristal. La emision de los rayos X se genera en el
interior del circuito del tubo de rayos X del difractometro, donde la emision de electrones
de alta energia (efectuada en el catodo) incide directamente sobre el &nodo metalico del
equipo (que puede ser de cobre o molibdeno), provocando la remocién de electrones en
las capas internas de estos atomos metéalicos. La vacancia electrénica generada en la capa
mas proxima al ndcleo (capa K), es luego sustituida por un electron ubicado en la capa L
(proceso denominado linea K,). Este proceso provoca la liberacion de fotones de alta
energia llamados rayos X. La energia de los rayos X generados dependera del tipo de
anodo utilizado en cada medida (cada atomo posee un espectro de rayos X propio y
caracteristico), siendo: MoK, = 0,7107 Ay CuK, = 1,5418 A,

La difraccién se produce cuando la radiacion generada (por el &tomo de Cu 0 Mo) pasa a
través de una estructura periodica, con caracteristicas que se repiten regular e
infinitamente en el espacio (denominados planos de difraccién). La distancia con la que
se repite esta periodicidad es aproximadamente igual a la longitud de onda de los rayos
X emitidos por la fuente. En el interior de un monocristal existe diferentes familias de
planos, con distintas direcciones y espaciados, que son caracteristicos para cada muestra,
y corresponden a la denominada huella dactilar de las sustancias cristalinas. De esta
manera, conociendo las direcciones de estos planos es posible estudiar el sistema

cristalino y las dimensiones de la celda unitaria, y sabiendo las intensidades de difraccién,
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que estan relacionadas con la naturaleza y posicion de cada atomo en la celda, es posible
conocer la estructura tridimensional interna del cristal estudiado [6].

Utilizando esta técnica, fue posible resolver la estructura cristalina de los complejos
[(Re'2(CO)s(L4)2] y [M'"(mpo)(dppf)](PFs) y de siete de los compuestos
[M'(L)(dppf)](PFe).

La muestra monocristalina estudiada del complejo [(Re'2(CO)s(L4)2] se obtuvo mediante
evaporacion lenta de una solucion de [Re'(CO)sBr(HL4)] en acetona-ds. La resolucion de
la estructura del compuesto fue realizada en la Facultad de Quimica, UdelaR, por quien
suscribe con la tutoria del Prof. Leopoldo Suescun, y se efectud en el difractometro
Bruker D8 Venture utilizando radiacion CuKoa. Las intensidades de difraccion de rayos
X fueron colectadas e integradas con el programa APEX2 v2014.5--0 (Bruker AXS).
Estas intensidades fueron escaladas, y corregidas por absorcion empleando el método de
multi-scan) con el programa SADABS V2014/2 (Bruker AXS Inc.. La estructura fue
resuelta por métodos directos con SHELXT-2014 [7] y el modelo molecular de
refinamiento fue desarrollado por alternancia de ciclos de los métodos de Fourier y de
matriz de minimos cuadrados con el programa Olex2 [8].

Las medidas de difraccion de los complejos {M(dppf)} las realiz6 el profesor Oscar Piro
en la Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Se utilizé un difractémetro Oxford
Xcalibur Gemini, Eos CCD con radiacion MoKa. Las intensidades de difraccion fueron
colectadas, integradas y escaladas con el programa CrysAlisPro. La estructura fue
resuelta con SHELXT y el modelo de refinamiento molecular usando matriz completa de

minimos cuadrados con este mismo programa [7,9].

3.2.2 Caracterizacion en solucién

3.221 Conductimetria

Los compuestos de coordinacion cargados forman sales que tienen la capacidad de
disociarse en solucién y conducir la corriente eléctrica, comportandose como electrolitos.
La magnitud de la conduccién depende de la concentracion de los iones en solucion, la
carga y el tamafio de los mismos, la temperatura de medida y la constante dieléctrica del

disolvente utilizado. De esta manera, la determinacion de la conductividad molar de una
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solucion de complejo describe si este es neutro o cargado, v, si se eligen adecuadamente
las condiciones de medida, permite determinar la naturaleza del electrolito.

Se han reportado valores de conductividad molar de numerosos complejos en diferentes
solventes, y mediante comparacion con estos valores se identificaron los tipos de
electrolitos presentes en solucion de cada complejo sintetizado [10]. Las medidas de
conductividad fueron realizadas a 25°C en soluciones de concentracion 10°M de
complejo en DMSO usando un conductimetro Jenway 4310. Para algunos complejos, se
midié la conductividad a diferentes tiempos luego de la preparacion de la solucion, de
manera de identificar posibles sustituciones de ligandos cargados por moléculas de
DMSO, para asi estimar la estabilidad de los compuestos en solucién de DMSO. Esta
resulta de interés ya que para la evaluacion biol6gica de los compuestos desarrollados se
parte de soluciones stock en DMSO que luego se diluyen en el medio de cultivo del

parasito o célula mamifera modelo.

3.2.2.2 Espectrometria de masa

La espectrometria de masa es una técnica que brinda informacion sobre la estructura del
complejo en solucion mediante la determinacion de la masa del ion molecular, de los
patrones isotdpicos y del patron de fragmentacion. En particular, la deteccion de ion
molecular permitié elucidar la presencia en solucién de los complejos diméricos
[Re'2(CO)s(L)2] [11].

Los espectros fueron medidos en un espectrometro de masa Perkin EImer AXION 2 TOF
MS utilizando andlisis directo de muestra (DSA) con ionizacion quimica de presion
atmosférica (APCI) y deteccion con tiempo de vuelo (DSA-APCI-TOF/MS). Los
compuestos fueron disueltos en acetonitrilo. Las muestras se corrieron en el modo de
trampa de ionizacion positiva con un voltaje de vuelo de 10 KV en el tubo. El voltaje de
salida del capilar fue fijado a 110 V, normal para el analisis MS. El espectro de masa fue

medido en un rango de masas de 100-1300 m/z y una tasa de adquisicion de 2 espectros/s.

3.2.2.3 Resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), es una técnica ampliamente
utilizada para la determinacion estructural de compuestos en solucion. La técnica se aplica

sobre atomos que poseen un espin nuclear distinto de cero. En este trabajo de tesis se
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trabajo con 'H, °C y 3P cuyo espin nuclear es igual a 1/2. Cuando se aplica un campo
magnético externo (Bo) sobre estos atomos, la interaccion entre el momento magnético
nuclear y Bo, promueve que los dos estados de espin dejen de ser degenerados,
provocando una mayor poblacién de los espines alineados a favor de Boen los niveles de
menor energia. Al aplicar radiacion electromagnética, del rango de las radiofrecuencias,
se genera la excitacién de los espines de menor energia hacia los niveles donde se
encuentran los espines alineados en contra de Bo, hasta alcanzar un estado de equilibrio
denominado absorcion de resonancia. La absorcion de resonancia es la que se detecta en
la técnica de RMN. En los espectros de RMN, los valores de desplazamiento quimico (8)
y de constante de acoplamiento (J) entre nucleos activos, brindan informacién del entorno
quimico alrededor del atomo en estudio. Esta informacion es fundamental para lograr
dilucidar la estructura y estereoquimica de los complejos en solucién, y, ademas,
confirmar si la estructura cristalina resuelta por DRX (en aquellos complejos estudiados
por esa técnica) se mantiene en solucion [12]. En este trabajo de tesis se midieron
espectros unidimensionales de H RMN, C RMN y 3P RMN y espectros
bidimensionales homonucleares *H-'H COSY 'y heteronucleares *H-3C HSQC.

Los espectros de RMN unidimensionales de los complejos [Ru""Cp(PPhs)(L)] se midieron
en acetona-de en un equipo Bruker Avance 400 de la Facultad de Ciencias de la
Universidade de Lisboa, Portugal. Los espectros de RMN de 'H y C RMN de los
compuestos [Re'(CO)sBr(HL)], en acetona-ds, y los de otros compuestos sintetizados, en
DMSO-ds a 30°C, se midieron en un equipo Bruker DPX-400 perteneciente a Facultad
de Quimica, UdelaR. En todos los casos se utilizd un Bo de 400 MHz para los espectros
de H, y de 100 MHz para los espectros de *C.

El espectro *'P{*H} RMN del compuesto [Ru""Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) se midi6 en un
equipo Bruker AVANCE 111400 (Bo = 161,98 MHz) del Instituto Superior Técnico de la
Universidade de Lisboa, Portugal. Los espectros de RMN 3!P{*H} de los compuestos
[M"(mpo)(dppf)](PFs) se midieron en un equipo Bruker Advance 400 (Bo = 160,984
MHZz) perteneciente a la Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de Santiago
de Chile.

3.224 Voltametria ciclica
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La voltametria ciclica (VC) es una de las técnicas electroquimicas mas utilizadas para el
estudio de procesos redox en sistemas complejos. La VC se basa en la medicion de la
variacion de la corriente eléctrica al aplicar un barrido de potencial en forma ciclica. La
medida se realiza sobre un electrodo de trabajo que se encuentra inmerso en una solucion
que contiene la especie electroactiva en estudio. La velocidad de barrido del potencial
aplicado, medida en wvoltios por unidad de tiempo, (mV/s) es constante.
Experimentalmente, se utilizé un sistema de tres electrodos: un electrodo de trabajo en
cuya superficie ocurre el proceso redox, un electrodo de referencia que corresponde a una
semicelda de potencial conocido que actia como referencia de medicion, y un electrodo
auxiliar que equilibra la corriente observada en el electrodo de trabajo para cerrar el
circuito eléctrico formado [13].

En este trabajo de tesis se utilizod la técnica de VC como una técnica de caracterizacion
electroquimica en solucion de algunos de los complejos sintetizados, pero ademas, se
utiliz6 como una herramienta para determinar la factibilidad de la generacién de especies
reactivas del oxigeno a partir de los complejos que incluyen los ligandos

tiosemicarbazona derivadas del 5-nitrofuraldehido (HL).

Todos los experimentos de VC se realizaron en un equipo Epsilon Electrochemical
Analyzer perteneciente a la Facultad de Quimica, UdelaR. Las soluciones de cada
complejo estudiado fueron desoxigenadas via purga de nitrogeno durante 15 minutos
previamente a realizar las medidas. En todos los sistemas se utiliz6 un volumen final de
10 mL, una concentracion 1mM de complejo y una concentracion 0,1 M de

hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBA) utilizado como electrolito soporte.

El estudio por VC de los complejos RuCpL fue realizado sobre soluciones de éstos en
DMSO. En los procesos de reduccion se utilizd como electrodo de trabajo un electrodo
de gota colgante de mercurio HDME (de sus siglas en inglés Hanging Mercury Drop
Electrode), como electrodo de referencia Ag/Ag™, y como electrodo auxiliar un alambre
de platino. Para el estudio de los procesos de oxidacion se utilizo una celda electroquimica
estandar de tres electrodos constituida por un electrodo de carbdn vitreo como electrodo

de trabajo, Ag/AgCl como electrodo de referencia y platino como electrodo auxiliar.

Los complejos del centro fac-{Re(CO)s} fueron estudiados en soluciones en DMSO y

acetonitrilo. En todos los casos se utilizo el sistema de celda electroquimica estandar con
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tres electrodos, carbon vitreo como electrodo de trabajo, Ag/AgCIl como electrodo de

referencia y Pt como electrodo auxiliar.

Los diez compuestos de la serie {M(dppf)} fueron medidos en soluciones de los
complejos disueltos en acetonitrilo utilizando el mismo sistema de celda electroquimica
estandar de tres electrodos, carbon vitreo como electrodo de trabajo, Ag/AgCl como

electrodo de referencia y Pt como electrodo auxiliar.

3.2.3 Lipofilia

Se determino la lipofilia de los compuestos Re-COz-HL y M-dppf-L por medio de una
técnica de cromatografia en capa fina (TLC) de fase reversa. Los experimentos se
realizaron en placas de TLC C-18 de fase reversa SIL RP-18 W/UV. La composicion de
la fase movil se ajustd de tal forma de poder diferenciar segun su lipofilia los complejos

de cada serie y los ligandos tiosemicarbazona libres.

a) Fase mavil utilizada para los complejos Re-COz-HL: metanol: DMF: buffer Tris
(10 mM, pH =7,4), 20:20:60 v/v/v.

b) Fase movil utilizada para los complejos M-dppf-L: metanol: DMF: H.0, 65:5:30

VIVIV).

Las placas se corrieron en una camara cromatogréafica, se secaron, y las manchas se
detectaron con luz ultravioleta. Los valores de R¢ obtenidos se promediaron para dos a
tres determinaciones, y se convirtieron a valores de Rm mediante la expresion de la
ecuacion 3.1 [14-17].

Ry = logio(——1) Ec.3.1
Ry
3.3  Actividad bioldgica
3.3.1 Actividad in vitro contra Trypanosoma cruzi
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Los estudios de actividad antiparasitaria in vitro contra Trypanosoma cruzi fueron
realizados, en algunos casos sobre la forma epimastigota (cepa Dm28c y cepa Y), y en
otros sobre la forma infectiva tripomastigota (cepa Dm28c). La citotoxicidad en T. cruzi
fue expresada en valores de ICso (de sus siglas en inglés, half maximal inhibitory

concentration)
3311 Inhibicién del crecimiento de epimastigotas de la cepa Y

El estudio de inhibicidn de la proliferacion de epimastigotas de T. cruzi de la cepa Y por
efecto del compuesto RuCpCTZ y del ligando CTZ se realiz6 en el Laboratorio de
Quimica Organica de Facultad de Ciencias, UdelaR.

Las células de epimastigotas de T. cruzi fueron cultivadas a 28°C en un medio axénico
(BHI-triptosa) suplementado con un 5% de suero fetal bovino segin procedimientos
previamente descritos [18,19]. Las células de un cultivo de 10 dias se inocularon en 50
mL de medio de cultivo fresco hasta una concentracion de 10° células/mL. El crecimiento
celular fue seguido dia a dia por medidas de absorbancia del cultivo a A = 600 nm. Antes
de la inoculacion, se agregd una dosis fija de cada compuesto preparado a partir de una
solucion stock fresca en DMSO. La concentracion final de DMSO en el medio de cultivo
no excedid el 0,4% v/v. Se comprob6 que esta concentracion de solvente organico,
utilizado como vehiculo, no tiene efecto sobre el crecimiento celular de epimastigotas (no
se observo un efecto inhibitorio de la proliferacion celular hasta un 1% v/v de DMSO).
Se evalud la capacidad del compuesto de inhibir el crecimiento celular por comparacion
con un control negativo (medido en presencia y ausencia del vehiculo) y con Nifurtimox
como control positivo (farmaco tripanosomicida de referencia).

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento (PGI, de su sigla en inglés
percentage of growth inhibition) segin la ecuacién 3.2, donde A, corresponde a la
absorbancia medida a una longitud de onda de 600 nm (Asoo) del cultivo que contiene al
compuesto en el dia 5, Aogp corresponda a la Aesoo del medio de cultivo medido justo
después de la adiciéon del compuesto (dia 0), Ac corresponde a la Aeoo del cultivo en
ausencia del compuesto (control) en el dia 5 y Aqc el valor de absorbancia del control en

el dia cero.

%PGI = [1 - (M)] -100 Ec. 3.2

Ac—Aoc
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Para determinar los valores de ICsg, se siguio el crecimiento de los parésitos en ausencia
(control) y presencia de concentraciones crecientes del compuesto. En el quinto dia, se
midio la absorbancia y se relacion6 con el control, donde el ICso se determiné como la

concentracion de compuesto necesaria para reducir la relacion de absorbancia a un 50%.

3.3.1.2 Inhibicién del crecimiento de epimastigotas de la cepa Dm28c

Los experimentos en epimastigotas de T. cruzi de la cepa Dm28c se realizaron en el
Laboratorio de Interacciones Moleculares de la Facultad de Ciencias, UdelaR. La
evaluacion de la actividad in vitro fue realizada para los dos compuestos M-dppf-mpo.

Las células de epimastigotas de T. cruzi se mantuvieron en un crecimiento exponencial a
28°C en un medio de infusion hepatica triptosa (LIT, de su sigla en inglés liver infusion
tryptose) complementado con un 10 % v/v de suero fetal bovino. Se analiz6 el efecto
sobre el crecimiento celular incubando una concentracion inicial de 10° células/mL con
diversas concentraciones de compuesto (desde 0 a 6 pM) durante 5 dias en placas de 96
pocillos. Los compuestos fueron afiadidos a partir de una solucién stock en DMSO,
inmediatamente después de la preparacion de la misma. La concentracion de DMSO no
super6 el 0,4% v/v, ya que se confirmo6 que esta concentracion utilizada no tiene efecto
sobre la proliferacién de los paréasitos [14,15]. El porcentaje de crecimiento celular fue
determinado a partir de la ecuacién 3.2 por medidas de absorbancia a una longitud de
onda de 595 nm. Se registraron las curvas dosis-respuesta, de las cuales se determinaron
los valores de ICso. Los resultados se expresaron como el promedio + DS (desviacion
estandar) correspondiente a los ensayos realizados por triplicado. También se utilizd

Nifurtimox como control positivo.

3.3.1.3 Inhibicién del crecimiento de tripomastigotas de la cepa Dm28c

Se realizaron estos estudios en tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) para todos los
complejos organometalicos que incluyen los ligandos tiosemicarbazonas (HL). La cepa
utilizada pertenece al Programa de Farmacologia Molecular y Clinica de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. Varios de estos estudios fueron realizados en dos

pasantias de investigacion realizadas en el Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) bajo
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la supervision de los Dres. Juan Diego Maya y Claudio Olea Azar, y con la ayuda del Dr.
Michel Lapier.

Para lograr una adecuada proliferacion de tripomastigotas se infectaron células Vero con
tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi obtenidos a partir de cultivos de epimastigotas
de 15 dias (cepa Dm28c). Las células infectadas eclosionaron luego de un tiempo
provocando la liberacion de mas tripomastigotas al medio celular, los que fueron
cosechados Y utilizados para infectar otros cultivos de células Vero. Los tripomastigotas
obtenidos fueron incubados durante 5 a 7 dias a 37°C en aire humidificado con 5% de
COo». Luego de este tiempo, se colecto el medio de cultivo y se centrifugo a 3000 g por 5
minutos. Los pellets de tripomastigotas fueron resuspendidos en medio RPMI (sigla en
inglés Roswell Park Memorial Institute) suplementado con 5 % de suero fetal bovino y
penicilina-estreptomicina hasta una concentracion final de 107 parasitos/mL (2,1-108
tripomastigotas son equivalentes a 1 mg de proteina 0 12 mg en masa himeda). Obtenida
esta concentracion de parasitos, y utilizando placas de 96 pocillos de fondo plano, se
incubd los tripomastigotas en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de cada
complejo durante 24 horas a 37°C. Luego de este tiempo, se afiadié en cada pocillo de la
placa, 100 uL de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) de
concentracion 0,5 mg/mL, y se incubO por 4 horas a 28°C segun procedimientos
previamente desarrollados [20,21]. EI MTT es un tetrazolio que se metaboliza en las
células viables reduciéndose a formazan, un compuesto de color azul que posee un
maximo de absorcibn a una longitud de onda de 570 nm. Se determind
espectrofométricamente la concentracién de formazan formado, lo que permitio
determinar la viabilidad celular. Concluidas las 4 horas de incubacion, los cuerpos
celulares fueron homogeneizados afiadiendo el solubilizante dodecil sulfato de sodio
(SDS, por su sigla en inglés) al 10 % en HCI 0,1 mM, y se incub6 nuevamente durante la
noche a 37°C y 5 % COa. Concluido este tiempo, se midi6 la Aszo en cada uno de los
pocillos utilizando un espectrofotometro de lector de placas Biochrom® Asys Expert
Plus, Biochrom, USA. Los parasitos sin el tratamiento descrito fueron usados como
control (100 % de viabilidad).

3.3.2 Actividad in vitro contra Trypanosoma brucei

Los ensayos de actividad in vitro fueron realizados sobre la forma infectiva T. brucei

brucei (cepa 427) en el laboratorio del Grupo de Biologia Redox de Tripanosomas del
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Institut Pasteur de Montevideo, dirigido por el Dr. Marcelo Comini. Los estudios fueron
realizados para los compuestos RuCpCTZ, RuCpL y M-dppf-L.

La forma infectiva de T. brucei brucei (cepa 427), linea celular 449 (codificando una
copia de la proteina represora de tet: Pleo®) [22], fue cultivada de forma aerdbica en un
incubador humidificado a 37°C con 5 % de COzen un medio HMI-9 [23] suplementado
con un 10% v/v de suero fetal de ternero, 10 unidades/mL de penicilina, 10 pug/mL de
estreptomicina y 0,2 pg/mL de fleomicina. Los ensayos fueron realizados segun
procedimientos previamente descritos [15]. Se prepar0 una solucion stock de
concentracion 10 mM de cada complejo en DMSO vy se diluyo en el medio de cultivo
hasta obtener siete concentraciones experimentales (desde 25 hasta 0,3 uM). La
concentracion maxima de solvente organico utilizado como vehiculo (DMSO) no supero
el 1% v/v, concentracion que segun se comprobd previamente no es nociva para los
parasitos. Inmediatamente luego de la preparacion de las soluciones, se agreg6 cada
compuesto (y también s6lo DMSO) en los pocillos a las concentraciones mencionadas, y
se incubd la placa de cultivo durante 24 horas a 37°C y 5 % de CO.. Luego de este tiempo,
se contaron los paréasitos viables en una camara de Neubauer con un microscopio optico.
Cada condicién testeada fue realizada por triplicado. Para cada concentracién de
compuesto, se calcul6 la citotoxicidad a partir de la ecuacion 3.3, donde los datos se
representaron como el porcentaje de citotoxicidad (% citotoxicidad) en funcion de la
concentracion de complejo. Se obtuvieron los valores finales de I1Cso a partir de las curvas
dosis-respuesta ajustadas a una ecuacion sigmoidal (modelo de Boltzmann) o

extrapolados de gréaficas de un ajuste no lineal.

valor experimental—control de DMSO

% Citotoxicidad = ( ) - 100 Ec. 3.3

control de crecimiento—control de DMSO

3.3.3 Citotoxicidad inespecifica in vitro sobre células mamiferas modelo
3.3.3.1 Citotoxicidad en macrofagos murinos (J774)

Estos estudios, realizados por el Grupo de Biologia Redox de Trypanosomas, fueron

realizados para los compuestos RuCpCTZ y RuCpL.
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Se cultivo la linea celular de macréfagos de raton J774 en una atmosfera humidificada
con COy/aire (5/95%) a 37°C en medio DMEM (de su sigla en inglés, Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) suplementado con 10 % v/v de suero fetal de ternero, 10
unidades/mL de penicilina y 10 ug/mL de estreptomicina. Se preparo soluciones stock de
los complejos a evaluar de la misma forma descrita en el experimento de actividad contra
T. brucei. Estas se diluyeron posteriormente en el medio de cultivo hasta obtener siete
concentraciones experimentales (desde 100 a 0,5 uM). La concentracion maxima de
DMSO utilizado no super6 el 1% v/v. Esta concentracion de DMSO es tolerada por los
macrofagos murinos de la linea celular J774. Cada condicion fue testeada por triplicado.
Se evalud el efecto citotoxico de los compuestos en los macrofagos por ensayos
colorimétricos de células viables con el reactivo WST-1 (sal de tetrazolio que genera
formazan). La absorbancia del formazan producido por las células metabdlicamente
activas, se midio a una longitud de onda de 450 nm (longitud de onda de referencia a 630
nm) con un lector de microplacas EL 800 (Biotek). La metodologia empleada habia sido
descrita previamente [24]. Se calcul0 la citotoxicidad a partir de la ecuacién 3.3 de igual

manera que para el experimento en T. brucei.

3.3.3.2 Citotoxicidad en células endoteliales humanas (EA.hy926)

Al igual que los estudios en tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c), los experimentos
en células endoteliales EA.hy926 se desarrollaron parcialmente en las pasantias de
investigacion realizadas en el ICBM de la Universidad de Chile. Los ensayos se realizaron
en los compuestos Re-COs-HL y M-dppf-L.

Las lineas celulares endoteliales EA.hy926 (linea celular humana permanente derivada
por fusién de las células endoteliales de la vena umbilical humana HUVEC con células
pulmonares humanas A549) se mantuvieron en el medio nutritivo Dulbecco modificado
por Iscove (IMDM) (Sigma-Aldrich), suplementado con suero fetal bovino al 10 % (25
mM), penicilina (100 unidades/mL) y estreptomicina (100 mg/mL). Las células se
mantuvieron como un cultivo de monocapa en matraces de cultivo de tejidos (Thermo
Scientific Nunc ™) en una incubadora a 37°C en atmosfera humidificada con 5 % de
CO.. Se extrajo el medio de cultivo IMDM de la placa quedando solamente las células
EA.hy926 adheridas a la superficie del recipiente. Se afiadié solucion tampon PBS (pH =
7,4) para lavar las células adheridas y eliminar el suero fetal bobino residual, el cual

inactiva la tripsina posteriormente afiadida. Se agregé 1 mL de tripsina (1X) y se incub6
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durante 5 minutos a 37°C y 5 % CO., para que asi las células adheridas a la superficie
quedasen completamente suspendidas en tripsina. Posteriormente, se afiadiéo 2 mL de
medio de cultivo y se centrifugd durante 5 minutos a 1200 rpm (a esta velocidad de
centrifugacion las células no son dafiadas). El pellet de células obtenido fue re-suspendido
en 5 mL de IMDM vy se realizo el conteo celular mediante cAmara de Neubauer. Conocido
el numero de células por mililitro obtenido, se sembraron en placas de 96 pocillos y se
incubaron durante la noche a 37°C y 5 % CO2 (condiciones Optimas para lograr la
adhesion de las células a la superficie de cada pocillo). Luego de este tiempo, se afiadieron
los compuestos testeados, previamente disueltos en una solucion stock de DMSO, vy se
incubaron durante 24 horas a 37°C. De forma simultinea se realizaron dos controles
negativos (células sin tratar y células con adicion sélo de DMSO). El procedimiento
continud con la adicion de MTT, de forma similar a lo realizado en el experimento con

tripomastigotas Dm28c.

3.3.3.3 Citotoxicidad en células Vero epiteliales (ATCC CCLS81)

Estos estudios fueron realizados en el Laboratorio de Interacciones Moleculares de la
Facultad de Ciencias, UdelaR, para los dos compuestos M-dppf-mpo.

La linea celular ATCC CCL81 es ampliamente utilizada para investigacion fenotipica de
farmacos ya que es considerada como célula normal derivada del tejido epitelial normal
[25]. Las células se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal
bovino inactivado por calor, gentamicina (50 mg/L) y anfotericina B (2 mg/L) a 37°C en
una atmosfera humidificada al 5 % de CO». Después de alcanzar la confluencia, se
separaron y se contaron las células. Para los ensayos, se sembraron 10° células/mL en
placas de 96 pocillos (NUNC ™). Las placas fueron incubadas bajo las mismas
condiciones (37°C, 5 % CO3) durante 24 horas (tiempo 6ptimo para lograr una correcta
adhesion de las células antes de la prueba con los compuestos). Se prepar6 una solucién
stock de cada complejo en DMSO, y se realiz6é una doble dilucion de 500 a 3,9 pg/L (la
concentracion de DMSO no excedid el 5 % v/v en el medio de cultivo). Las células se
expusieron a varias concentraciones de cada complejo y se incubaron durante 24 horas.
Luego de este tiempo, se afiadié una solucion de resazurina sobre el cultivo celular y se
incubd nuevamente por 6 horas. Se detectd la respiracién celular, utilizada como un

indicador de viabilidad celular, mediante la reduccion de resazurina a resorufina cuyo
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color rosado y fluorescencia son indicativos de viabilidad celular (un persistente color
azul de resazurina es un signo de muerte celular). Las medidas de fluorescencia (filtro de
excitacion = 530 nm vy filtro de emision = 590 nm) se realizaron en un microfluorimetro
SPECTRA fluor Plus (Tecan). Los valores de ICso se definieron como la mayor
concentracion de complejo a la que el 50 % de las células son viables con respecto al

control. Cada ensayo fue realizado por triplicado.

3.4 Mecanismo de accion

341 Inhibicién de la biosintesis de esteroles de membrana en T. cruzi

Como se detallo en el capitulo 2, el mecanismo de accion principal del ligando bioactivo
CTZ involucra la inhibicion de la biosintesis de esteroles de membrana (BEM) [26,27].
Basado en esto, se estudié la participacion del compuesto RpCpCTZ en la inhibicién de
esta ruta biosintética en los parasitos T. cruzi [28]. Los estudios fueron realizados en el
laboratorio de Quimica Organica del grupo de Quimica Medicinal de la Facultad de
Ciencias, UdelaR bajo la supervision de los Drs. Mercedes Gonzélez y Hugo Cerecetto,
y con la ayuda del Dr. Javier Varela.

El experimento se realiz6 sobre epimastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen 2) las cuales se
mantuvieron en medio axénico (BHI-triptosa) a 28 °C y con fuerte aireacion. Se utilizd
una concentracion de 107 parasitos/mL para el estudio. EI compuesto RUCpCTZ vy el
ligando CTZ (disueltos ambos en DMSO) se agregaron a una concentracion equivalente
al valor de ICso obtenido en los estudios de actividad in vitro contra T. cruzi, y se
incubaron durante 72 horas a 28°C (la concentracién de DMSO no super6 el 0,4% v/v en
el medio de cultivo). De forma simultanea, se incubd un control que incluia un 0,4% v/v
de DMSO solo, y un control positivo correspondiente a terbinafina (compuesto que
participa de la inhibicion enzimatica en la biosintesis de esteroles de membrana).
Concluido el tiempo de incubacion, se efectu6é la extraccion de los esteroles de la
membrana de los parésitos. Para ello, las cuatro muestras (control, control positivo,
parasitos tratados con CTZ, y parasitos tratados con el complejo RuCpCTZ) se
centriguran a 3000 rpm por 10 minutos. Se suspendid el pellet de paréasitos en 1 mL de
buffer fosfato (0,05 M, pH = 7,4) y se centrifug6 a 3000 rpm por 10 minutos. El pellet

resultante fue re-suspendido en 1 mL de una mezcla cloroformo/metanol (2:1), y la
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suspension resultante se mantuvo a 4 °C durante 12 horas. Luego se realizé la separacion
de fases del medio afiadiendo 5 mL de una solucion saturada de NaCl. Se extrajo la fase
orgénicay se afladié 1 ml de CHCIs para extraer nuevamente esta fase (este paso se repitio
dos veces para lograr una buena separacién). Luego se afiadieron 3 mL de hexano
(observandose tres fases), y se extrajo la fase organica de hexano (fase central) y con ella
se sembrd la placa de cromatografia en capa fina (TLC). Antes de correr la placa
sembrada, se realiz6 una TLC con los patrones utilizados en el experimento (ergosterol,
lanosterol, colesterol y escualeno), utilizando hexano como fase movil, para corroborar
la pureza de éstos. En la TLC se sembraron, por lo tanto, los extractos de los parasitos
tratados con el complejo y con CTZ, los tratados con terbinafina, el control, y los cuatro
patrones mencionados [29]. El patron de escualeno fue identificado realizando dos
corridas cromatograficas con hexano como fase movil, y los otros patrones se
identificaron luego con la fase mdvil hexano/AcOEt (8:2). Se revelo la placa de TLC con

luz ultravioleta y vapores de iodo.

3.4.2 Generacion de especies radicalarias en T. cruzi

Como se menciono anteriormente, es conocido que uno de los mecanismos de accién de
los ligandos tiosemicarbazona derivados del 5-nitrofuraldehido (HL) es la generacion de
radicales toxicos para el parasito. Se estudié la capacidad de produccién de radicales
libres de todos los complejos que incluyeron estos ligandos mediante la técnica de
Resonancia Electronica Paramagnética EPR (de su sigla en inglés, Electron
Paramagnetic Resonance) y se utilizo DMPO (N-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina) como
atrapador de radicales de corto tiempo de vida media. Los estudios fueron realizados en
la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Se prepar6 una solucion aproximadamente 1 mM de cada complejo en DMSO, o en DMF
para los compuestos M-dppf-L, y ésta se afiadid sobre una mezcla que contenia
epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c, concentracién final de proteina entre 4 a8 mg/mL
equivalentes a entre 300 y 600 millones de parasitos/mL) y DMPO (concentracién final
de 250 mM). La mezcla se transfirié a un capilar de capacidad de 50 puL que fue puesto
luego en el equipo de EPR. Los espectros de EPR se registraron en la banda X (9,85 GHz)
utilizando un espectrometro Bruker ECS 106 con una cavidad rectangular y 50 kHz de

modulacion de campo. Todos los espectros se registraron en la misma escala luego de 15
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barridos [1,30]. Los espectros de EPR fueron simulados con el programa WINEPR
Simfonia version 1,25, y con WinSim 2002 version 0,98.

34.3 Efecto sobre el consumo de oxigeno de T. cruzi

Se estudio la influencia de los complejos Re-(CO)z-HL y M-dppf-L sobre la velocidad
del consumo de oxigeno en los parasitos de T. cruzi. Se utilizaron epimastigotas de T.
cruzi (cepa Dm28c) las cuales fueron cosechadas por centrifugacion a 500 ¢, y
posteriormente lavadas y re-suspendidas en buffer fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,4)
conteniendo NaCl 0,107 M. Se llevaron a cabo mediciones de respiracion
polarograficamente con un electrodo Clark No. 5331 (Yellow Springs Instruments,
modelo 53 YSI) conectado a un registrador Goerz RE 511 de monocanal a 100 mV [31-
33]. Se afiadié una cantidad equivalente a 1,2 mg de proteina/mL a una camara de
capacidad de 0,6 mL y se registro la variacion de la concentracion de oxigeno con el
tiempo, a una temperatura de 28°C. Los complejos estudiados fueron disueltos en DMSO,
y se utilizé una concentracion final de 40 uM. Los resultados se corrigieron de acuerdo
con el efecto producido por solo DMSO.

Estos estudios se realizaron en la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile por el Dr. Michel Lapier.

344 Inhibiciéon de la actividad enzimatica de NADH-fumarato reductasa

de T. cruzi

Para los estudios de inhibicion de la actividad enzimatica de NADH-fumarato reductasa
(TcFR) se utilizaron extractos proteicos de epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c). Los
parésitos crecieron en medio LIT a 28°C suplementado con 10 % de suero fetal bovino
inactivado por calor. Los extractos proteicos fueron preparados a partir de 5-107 parasitos
crecidos exponencialmente, segin modificaciones a la técnica previamente descrita [34].
Se utilizd una concentracion de 107 paréasitos/mL que fueron cosechados por
centrifugacion a 500 g y luego re-suspendidos en buffer MST (manitol 0,23 M; sacarosa
0,07 M; Tris/HCI 5 mM; pH 7,4) suplementado con tabletas de inhibidores de proteasa
(SIGMAFAST). Las suspensiones celulares de epimastigotas fueron homogeneizadas en
presencia de 0,1 % del surfactante Triton X-100 y KCI 200 mM en hielo con un

homogeneizador Elvehjem teflén-vidrio, utilizado para romper las membranas celulares
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y extraer la enzima. Como fue descrito previamente, esta preparacion se utilizd
inmediatamente para el ensayo espectrofotométrico de la actividad de la enzima fumarato
reductasa dependiente de la velocidad de oxidacion de NADH a una longitud de onda de
340 nm (absortividad molar £ = 6,22 mM™-cm™) utilizando una concentracion de 250 uM
de NADH en buffer HEPES (30 mM, pH 7,0) con KCI (125 mM) y fumarato (0,5 mM)
[35].

Estos estudios fueron realizados en el Laboratorio de Interacciones Moleculares de la
Facultad de Ciencias, UdelaR por la Lic. Florencia Mosquillo y la Dra. Leticia Pérez Diaz.

345 Estudio de cambios redox intracelulares en T. brucei

La proteina hGrx-roGFP2 (biosensor), utilizada en este experimento fue expresada y
purificada segiin un método previamente descrito [36]. El biosensor fue pre-reducido con
ditiotreitol (DTT) 20 mM en buffer PBS (pH 7,4) conteniendo EDTA de concentracion 1
mM, por 1 hora a temperatura ambiente. El exceso de agente reductor DTT se elimind
por filtracion en gel en un Sephadex G25 (columna PD10, GE-Healthcare) equilibrado
con EDTA 1 mM en buffer PBS. Se midid la concentracion de la proteina hGrx-roGFP2
a una longitud de onda de 280 nm (280 = 23.290 M cm™).

Se incubaron los complejos M-dppf-L durante 1 minuto a temperatura ambiente
utilizando una concentracion de 1 uM del biosensor reducido. Se utiliz6 una
concentracion de cada complejo equivalente al valor de 1Cso obtenido en los experimentos
de actividad in vitro contra T. brucei. Luego de la incubacion, se midieron los espectros
de fluorescencia a una Aem = 510 nm en un equipo Cary Eclipse. Los controles utilizados
incluyeron la incubacién del biosensor con disulfuro de glutation (GSSG) 0,2 mMy DTT
1 mM en concentraciones equimolares con respecto a cada compuesto ensayado.

Estos estudios fueron realizados en en el laboratorio del Grupo de Biologia Redox de
Tripanosomas del Institut Pasteur de Montevideo por la Dra. Andrea Medeiros y dirigidos

por el Dr. Marcelo Comini.

346 Interaccion con ADN

34.6.1 Estudios de interaccion con ADN por medidas de absorcion atdmica
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El estudio de interaccion primaria con ADN por medidas de absorcion atomica fue
realizado para el complejo RuCpCTZ. Se utiliz6 para determinar la existencia y el grado
de interaccion entre este complejo y la biomolécula. El estudio se realiz6 a partir de
modificaciones de un procedimiento previamente reportado [37]. Se utiliz6 ADN de timo
de ternero (ct-DNA, de sus siglas en inglés, calf thymus DeoxyriboNucleic Acid) tipo I,
N° D-1501, SIGMA.

Se disolvieron 50 mg de ct-DNA en 30 mL de agua destilada, y la suspension se agitd
manualmente 3 a 4 veces por dia durante 3 dias. Se prepar6 una solucién de complejo de
concentracion 1 mM en DMSO. Se mezclé 1 mL de la solucion de ct-DNA y 1 mL de
solucién de complejo y se incubd a 37°C durante 96 horas (el experimento se realiz6 por
triplicado). Concluido este tiempo, se agregaron 4 mL de etanol y 0,2 mL de una solucion
2 M de NaCl, para luego centrifugar entre 15 a 20 min a 50 rpm. El precipitado obtenido
(correspondiente a ADN unido al complejo) fue redisuelto en 1 mL de DMSO y 1 mL de
agua destilada. Este procedimiento se repitié tres veces hasta que el solido obtenido se
disolvio finalmente en 3 mL de agua destilada. Esta solucion fue utilizada para medir la
concentracion de ADN y la concentracion de rutenio unido a él. Para la cuantificacion de
ADN se midié la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (¢ = 6.600 M*.cm™)
utilizando un espectrofotometro SHIMADZU UV-1603. Para la cuantificacion del metal
unido al ADN mediante espectroscopia de absorcion atdmica de Ilama se utiliz6 un equipo
Perkin Elmer AAnalyst 200 spectrometer (Norwalk, CT, USA). La composicion de la
llama fue acetileno (2,5 L/min) y aire (10,0 L/min). Utilizando una solucién estandar de

rutenio, se realiz6 la curva de calibracion que permitié dosificar el metal presente.

3.4.6.2 Estudios de interaccion con ADN por medidas de fluorescencia

Los estudios de interaccion competitiva con el aducto {ADN-BE} (BE = bromuro de
etidio) se efectuaron en Facultad de Quimica, Udelar.

Se prepard una solucion de ct-DNA de concentracion 1 mg/mL (~2mM/nucleotido)
mediante agitacion magnética suave durante 24 horas a temperatura ambiente en buffer
Tris/HCI (10 mM; pH 7,4). Luego de observar una correcta homogeneidad en la solucion,
se determind la concentracidn de la solucion stock de ct-DNA por medidas de absorbancia
a una longitud de onda de 260 nm (g260= 6.600 M cm™) [38]. La solucién de BE se
prepard en buffer Tris/HCI a una concentracion de 5 mM, y se mantuvo en heladera a

~4°C. Preparadas ambas soluciones, se realiz6 la mezcla entre BE y ADN en una relacion
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molar 1:2, respectivamente, y se incub0 durante 24 horas a 4 °C. La solucion de los
complejos se prepard a partir de una solucion stock en DMSO seguida de apropiadas
diluciones hasta obtener concentraciones de cada complejo entre 1-110 uM (excepto en
el estudio del complejo RuCpCTZ donde la concentracion maxima fue hasta 60 uM). La
concentracion de DMSO fue de 5 % v/v en todos los casos. Luego de la incubacion de la
solucion {ADN-BE}, se afiadio cada concentracion de complejo, y se incubé durante 30
minutos a 37°C. Se midieron los blancos correspondientes a soluciones de complejos s6lo
en DMSO y muestras de ADN-complejo (sin la presencia de BE) para confirmar que
ninguno de estos sistemas presente fluorescencia en las condiciones de medida. Luego de
la incubacion del aducto {ADN-BE} con los complejos, se midieron los espectros de
fluorescencia a una Aexc = 510 nm en un rango de longitud de onda entre 520 y 650 nm
utilizando un espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301Pc. Para el tratamiento de los datos,
se corrigid la intensidad de emision fluorescente, por la absorcion y el efecto de filtro
interno, a la longitud de onda de méxima emision (594 nm), utilizando los valores de
absorcion registrados para cada complejo. La correccion se efectud segun lo expresado
en la ecuacion 3.4, donde IF corresponde a la intensidad de fluorescencia medida, Aexc Y
Aem corresponden a la absorbancia obtenida a una longitud de onda de 510 y 594 nm,
respectivamente, de una solucion de complejo a la méxima concentracion estudiada [39].

Utilizando esta ecuacion se corrigié cada uno de los espectros medidos.
IFcorregida = [F - 10[(Aexc+Aem)/2] Ec. 3.4

Luego de corregir cada espectro, se realiz6 un andlisis sobre el grado de quenching de la
fluorescencia del aducto {ADN-BE} mediante el célculo de la intensidad relativa
porcentual, la normalizacion de la fluorescencia y el ajuste de Stern-Volmer. Para analizar
la variacion de la intensidad de emision fluorescente del aducto {ADN-EB} con el
aumento de la concentracion de complejo, se construyd un grafico de intensidad relativa
de fluorescencia a la longitud de onda de maxima emision (594 nm) (%IFcor@594 nm)
en funcion de la concentracion de complejo, donde se considera como 100 % la
fluorescencia de la solucion en ausencia de complejo.

La normalizacién de los datos de fluorescencia permiten realizar un analisis cualitativo
de la desactivacion de la fluorescencia (quenching) por efecto del complejo. Se
normalizan los espectros de IF de cada solucion medida, por el valor de intensidad de
fluorescencia obtenido a 594 nm (maximo de emision). Si se observan desplazamientos
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de este maximo de emision en los espectros normalizados, seria indicativo de eliminacion
de BE del aducto.

Los mecanismos implicados en la desactivacion de la fluorescencia efectuada por los
complejos, se evaluaron mediante el analisis del ajuste de Stern-Volmer
(ecuacion 3.5). El ajuste esta basado en el apagamiento estatico (quenching estatico) de
la intensidad de fluorescencia del aducto {ADN-BE). El aducto presenta un maximo de
fluorescencia que disminuye en intensidad luego de agregar concentraciones crecientes
de complejo, es decir, el complejo apaga la fluorescencia del aducto en un proceso de

transferencia de energia entre la especie excitada {ADN-BE}* y el quencher (complejo).
{ADN-BE}* + (Complejo)) —— {ADN-BE} + (Complejo)*

Al aplicar estado estacionario sobre este proceso de quenching estético, se obtiene
finalmente la ecuacién de Stern-Volmer, que corresponde a la gréfica lineal de IFo/IF en
funcién de la concentracion del quencher, cuya pendiente de la curva es equivalente al
valor de la constante de Stern-Volmer (Ksv). En esta ecuacion, IFoe IF corresponden a la
intensidad de emision fluorescente del aducto en ausencia y presencia de complejo,
respectivamente [39]. Los valores de Ksyv obtenidos fueron utilizados para analizar el

grado de interaccion entre el ADN y el complejo.

20 =1+ Kg[Q] Ec. 3.5

3.4.6.2 Estudios de interaccion con ADN por medidas de dicroismo circular

Se realizaron experimentos de interaccion con ADN de los compuestos M-dppf-L
mediante espectrofotometria de dicroismo circular (DC) durante una pasantia de
investigacion realizada en el Laboratorio del Grupo de Quimica Bioinorganica y
Desarrollo de Farmacos (BIOIN) del Centro de Quimica Estructural, Instituto Superior
Técnico, Universidade de Lisboa. Los experimentos fueron realizados bajo la supervisién
del Dr. Jodo Costa Pessoa y de la Dra. Isabel Correia.

La solucion de ct-DNA (Sigma Aldrich #D3664) se prepar0 en un recipiente que contenia
1 mg de ADN, y sobre éste se afiadieron 4 mL de buffer Tris/HCI (10 mM; pH 7,4). La

suspension resultante se mantuvo en heladera (~ 4°C) entre 3 y 4 dias hasta observar una

131



solucion homogénea. La concentracion de esta solucion se determind por medidas de
absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280 nm, utilizando un coeficiente de
extincion molar de 6.600 M*.cm™. La solucidn de ct-DNA utilizada en cada experimento
se preparo por dilucion de esta solucion stock en buffer Tris/HCI. La solucion de cada
complejo se preparé a partir de una solucion stock de concentracion 2 mM en DMSO.
Las soluciones fueron utilizadas para realizar las medidas inmediatamente después de ser
preparadas. Se registraron los espectros de DC en el rango del UV y del visible utilizando
condiciones experimentales diferentes en cada caso.

En las medidas realizadas en el rango del UV, se utilizé una concentracién de ct-DNA de
entre 50-60 uM/nucledtido, una concentracion de DMSO de 5 % v/v, un volumen final
de 3 mL y celdas de cuarzo SUPRASIL ® de 1 cm de longitud de camino Optico. se
colectron los espectros entre 235 y 300 nm, con 5 acumulaciones a una velocidad de
barrido de 50 nm/min. En las medidas en el rango del visible, se utilizé una concentracion
de ct-DNA de 200 uM/nucleétido, 20 % v/v de DMSO, un volumen final de 3,5 mL y
celdas de 2cm de longitud de camino 6éptico. Los espectros fueron medidos entre 300 y
600 nm, utilizando 3 acumulaciones a una velocidad de barrido de 200 nm/min. En todos
los casos se mantuvo una relacion molar ADN:complejo constante de 1:0,5 0 1:0,25. Los
espectros de DC fueron medidos a tiempo cero y a diferentes tiempos luego de la
preparacion de la muestra. En todas las medidas se utiliz6 como linea de base el espectro
de DC del buffer Tris/HCI medido antes de cada experimento realizado. Esta linea de
base fue restada a cada uno de los espectros medidos. Los espectros fueron medidos a
25°C en un espectropolarimetro Jasco J-720 que posee un fotomultiplicador UV-Vis (180
— 800 nm) (EXEL-308) utilizando cubetas de cuarzo Suprasil ® CD.

35 Interaccidén con la proteina albimina sérica bovina (BSA)

3.5.1 Estudios de interaccion con BSA por medidas de fluorescencia

En los estudios de interaccion con BSA por medidas de fluorescencia se utilizé el mismo
espectrofluorimetro mencionado en el experimento con ADN. Se prepar6 una solucién
stock de BSA de concentracion 50 uM en buffer PBS (10 mM, pH 7,4) mediante agitacion
magnética suave (evitando desnaturalizacion) a temperatura ambiente durante 24 horas.
La solucidn obtenida, se filtrd con papel de filtro para evitar particulas en suspension. La

concentracion de BSA obtenida se determind por medidas de absorbancia a una longitud
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de onda de 278 nm (e27s = 43.824 M*cm™). La solucion stock de cada complejo se
preparé en DMSO a una concentracion de 2 mM. Utilizando una concentracidn constante
de 1 uM de BSA, se prepararon 15 muestras con diferentes relaciones molares
BSA:complejo desde 1:0 hasta 1:20. La concentracion de DMSO en el medio fue de 2 %
v/v. Para cada muestra se prepard un blanco que contenia la misma concentracion de
complejo y DMSO, pero sin la inclusién de la proteina. Las 15 muestras y sus respectivos
blancos se incubaron durante 24 horas a 37°C. Luego de este tiempo, se midieron los
espectros de emision de fluorescencia a una Aexc=295 nm en un rango de longitud de onda
entre 300 y 450 nm. Obtenidos los espectros de emision fluorescente de las muestras
(IFmuestras) Y Sus respectivos blancos (IFpiances), S€ calculd la intensidad de fluorescencia
real (IF) segun la ecuacién 3.6. Se corrigio la IF finalmente obtenida por la absorcion y
el efecto de filtro interno a la longitud de onda de méxima emision (Aem= 340 nm) segun

la ecuacion 3.4.

IF = IFpyestras — IFpiancos Ec. 3.6

Al igual que para los estudios realizados con ADN, se analiz6 el grado de interaccion
entre los complejos y la proteina mediante el calculo de intensidad relativa de
fluorescencia a la longitud de onda de maxima emision (340 nm) (%lFcor@340 nm) y el
ajuste de Stern-Volmer. Ademas, en estos estudios se incluy6 el analisis de la constante
de unién aparente y el nimero de tipos de sitios de union entre la proteina y el complejo,
mediante el ajuste de la ecuacién 3.7. La ecuacion proviene del proceso de quenching
estatico existente en la interaccion proteina-complejo, asumiendo que hay un niimero “n”
de tipos de sitios de union, iguales e independientes, entre BSA y el complejo estudiado.
En las condiciones experimentales realizadas, la proteina es la Gnica especie fluorescente,
de tal manera que la relacion de la concentracion de proteina y el area del pico de
fluorescencia puede representarse por la ecuacion 3.7. A partir del ajuste lineal de los
datos, la pendiente de la curva corresponde a la constante aparente de union (Ka), y el

intercepto es indicativo del nimero de tipos de sitios de union.

log[(IF, — IF) /IF] = logK, + nlog[complejo] Ec. 3.7

133



En la ecuacion 3.7, IFo e IF corresponden a la intensidad de fluorescencia (a 340 nm) en
ausencia y presencia del quencher (complejo), Ka es la constante de union aparente, y n
es el nimero de tipos de sitios de union [40-42].

3.5.2 Estudios de interaccion con BSA por dicroismo circular

Los estudios de interaccion con BSA mediante espectrofotometria de DC fueron también
realizadas durante la pasantia de investigacion en el Instituto Superior Técnico,
Universidade de Lisboa.

Se prepar6 una solucion stock de BSA aproximadamente 250 uM en buffer PBS (10 mM,
pH 7,4) mediante agitacion esporadica de forma manual. Se determiné la concentracion
por medidas espectrofotométricas a una longitud de onda de 280 nm (g280 = 43.824 M-
L.em™). Se prepard una solucion stock de cada complejo estudiado en DMSO a una
concentracion 2 mM. Las soluciones se utilizaron inmediatamente después de su
preparacion para realizar las medidas. Los espectros de DC se registraron en el rango del
visible, utilizando una concentracion de BSA de 100 uM, 15 % v/v de DMSO, y una
relacion molar BSA: complejo de 1:1 en todos los casos. Se utiliz6 un volumen final de
3,5 mL y celdas de cuarzo SUPRASIL ® de 2 cm de longitud de camino Optico. Se
midieron los espectros entre 330 y 600 nm, con 3 acumulaciones a una velocidad de
barrido de 200 nm/min. Los espectros de DC fueron medidos a tiempo cero y después de
24 horas de incubacion a 35°C. En todas las medidas se utiliz6 como linea de base el
espectro de DC del buffer PBS medido antes de cada experimento realizado. Esta linea
de base fue restada a cada uno de los espectros medidos. Los espectros de dicroismo
circular fueron medidos a 25°C en un espectropolarimetro Jasco J-720 que posee un
fotomultiplicador UV-Vis (180 — 800 nm) (EXEL-308) utilizando cubetas de cuarzo
Suprasil ® CD.
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Capitulo 4: Compuestos con el core Ru(l1)-

ciclopentadienilo {RuCp}

4.1 Introduccién

En el presente capitulo se expone el desarrollo de un grupo de compuestos de
coordinacion que incluyen al fragmento Ru'-n°-ciclopentadienilo (fragmento {RuCp}) y
a ligandos con actividad antiparasitaria, en particular, el ligando clotrimazol (CTZ) y tres
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido (HL). En este capitulo se aborda la
sintesis y caracterizacion de estos compuestos, pero ademas se incluye un estudio de
algunas propiedades fisicoquimicas como parte de la caracterizacion, ya que éstas pueden
influir en su aplicacién bioldgica. Se incorpora ademas la evaluacién de la actividad in
vitro contra los paréasitos tripanosomatidos T. cruzi y T. brucei, y estudios de citotoxicidad
en un modelo de células de mamifero a efectos de estudiar la selectividad de la actividad
antiparasitaria. Finalmente, se realiz6 un estudio de los probables mecanismos de accion
antiparasitaria que tendrian los compuestos disefiados.

En capitulos anteriores fueron explicadas en profundidad las ventajas farmacologicas que
han mostrado los compuestos organometalicos basados en rutenio, especificamente
aquellos compuestos con el fragmento half-sandwich {RuCp}. Sin embargo, ain no han
sido abordados en profundidad los aspectos quimicos detras de este fragmento
organometalico y como éstos influyen en la coordinacion a los ligandos bioactivos
estudiados.

Los compuestos de coordinacion de Ru(ll) con el fragmento organometalico n°-
ciclopentadienilo poseen diversas caracteristicas, tanto estructurales como electronicas,
que justifican su inclusion en complejos con diversas aplicaciones [1].

El ligando ciclopentadienilo se caracteriza por ser un ligando versatil en la coordinacion,
es decir, posee diversos modos coordinativos o hapticidad (1). Puede coordinar al centro
metalico mediante la interaccion con uno de sus &tomos de carbono del anillo o hapticidad
1 (mY), tres atomos de carbono (n°) o con los cinco atomos de carbono del anillo (n°)
(figura 4.1 a) [2]. En el fragmento organometalico {RuCp} el ligando ciclopentadienilo
presenta hapticidad cinco, interactuando con tres de los seis sitios de coordinacion del ion

metalico de rutenio. Esta coordinacion del ligando genera una estructura muy
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caracteristica de este fragmento denominada estructura piano-stool o taburete de piano.
Este y otros fragmentos organometalicos {Ru-areno} de estructura piano-stool, se
caracterizan por generar compuestos estables que cumplen la regla de los 18 electrones
[2]. En la figura 4.1 b se muestra la estructura piano-stool del fragmento organometalico
{RuCp}, donde se puede observar que alrededor del &tomo central quedan disponibles

tres sitios de coordinacion para reaccionar con otros ligandos.

(a) ML, ML, ML, ML,

N\ J N\
g
n'! n’ n’
(b)
.Ru
aw \ \Z
Y

Figura 4.1: (a) Modos de coordinacion o hapticidad del ligando ciclopentadienilo. (b)

Estructura piano-stool o taburete de piano del fragmento organometélico {RuCp}.

Un conocido compuesto organometalico con el fragmento {RuCp}, y que posee todas las
caracteristicas anteriormente mencionadas, es el complejo [Ru''CpCI(PPhs).] (figura 4.2).
Este complejo de coordinacion es un compuesto estable que se genera por la alta afinidad
que tiene el centro metalico de Ru(ll) por ligandos blandos como lo son la trifenilfosfina
(PPh3) y el ciclopentadienilo (Cp). Las caracteristicas estructurales y electrénicas de este
compuesto hacen que los ligandos trifenilfosfina y cloruro sean relativamente labiles en
la estructura, generando asi una alta capacidad de interaccion del fragmento {RuCp} con
otros ligandos [3]. Estas caracteristicas han convertido al complejo [Ru"CpCI(PPhs)] en

un excelente precursor de numerosos complejos organometélicos {RuCp} con

144



aplicaciones en diversas areas como la catalisis [1,4-6], la quimica de materiales [7], la
Optica no lineal [8-10], la quimica inorganica medicinal, entre otras [11].

En este Gltimo punto, el compuesto [Ru"CpCI(PPhs),] ha sido utilizado como precursor
de numerosos complejos organometalicos con actividad antitumoral. Gran parte de estos
complejos fueron sintetizados por Morais y col., quienes utilizando este compuesto como
precursor han dado origen a una gran variedad de complejos de coordinacion con ligandos
bidentados del tipo N,O [12] y N,N [12,13], o con ligandos monodentados derivados de
imidazol [14-16] (figura 4.2). Para la sintesis de todos estos compuestos se utilizé la sal
de AgCF3SOs para facilitar la eliminacion del ligando cloruro de la esfera de coordinacion
(precipitando como como AgCl), y asu vez la especie CF3SOs™ actué como contraion de
estos complejos cationico. Todas estas moléculas mantuvieron caracteristicas quimico-
estructurales comunes entre si. Por ejemplo, se mantuvo el estado de oxidacion (I1) del
centro metalico, la hapticidad 5 del ligando ciclopentadienilo no fue modificada, y en
todos los compuestos se mantuvo la singular estructura de piano-stool del fragmento
organometalico. A partir de este precursor también se han disefiado complejos con otras

caracteristicas estructurales, como son los compuestos poliméricos de {RuCp} [17].

\

Z = CF;S0; CH;
7 =PF,
7 =BPh,

[RuCp(PPh3)(bopy)](CF3S0;) [RuCp(PPh;)(dpk)](CF3S0;) [RuCp(PPhs),(1-Bulm](Z)
Figura 4.2: Ejemplos de compuestos organometalicos {RuCp} sintetizados a partir del
precursor [Ru'"CpCI(PPhs),] utilizando ligandos del tipo (1) N,O, (2) N,N y (3) N-

imidazol.
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En este Trabajo de Tesis se desarrollaron compuestos con el fragmento {RuCp}
incluyendo un ligando derivado del imidazol (con N como donor) y tiosemicarbazonas
derivadas del 5-nitrofuraldehido (ligandos bidentados N,S).

4.1.1 Compuestos de coordinacion de rutenio con el ligando CTZ

En los ultimos afios se han desarrollado numerosos compuestos de coordinacion con
actividad bioldgica de rutenio con ligandos derivados de azol. Los azoles son compuestos
aromaticos heterociclicos de cinco miembros que contienen un dtomo de nitrogeno vy al
menos otro atomo distinto de carbono como parte del anillo, pudiendo ser ese otro atomo
nitrégeno, oxigeno o azufre [18,19]. Aquellos azoles que incluyen dos atomos de
nitrégeno en el anillo heterociclico son denominados imidazoles, y se caracterizan por ser
compuestos muy abundantes en la naturaleza y formar parte de diversas biomoléculas,
como por ejemplo el aminoécido histidina. Desde el punto de vista de la quimica de
coordinacion, los imidazoles son considerados excelentes ligandos debido a que poseen
electrones disponibles, en los atomos de nitrégeno, para coordinar a diferentes centros
metalicos. Es asi que se han desarrollado numerosos compuestos de coordinacion con
estos ligandos y centros metalicos de Au, Ir, Rh, Pt, Cu, entre otros [20,21]. Los ligandos
imidazoles son considerados, generalmente, como un moderado dador sigma (c-dador) y
un débil aceptor pi (m-aceptor), lo que se traduce en que en la serie de ligandos N-donores
posean un nivel de basicidad intermedio entre el amoniaco y la piridina [22,23].
Numerosos imidazoles han mostrado ser activos en diversas patologias, lo que ha
fomentado su utilizacion como ligandos bioactivos en compuestos de coordinacion. Entre
los imidazoles mas utilizados, y tal como se menciond en capitulos previos, se encuentran
ketoconazol, benznidazol (uno de los farmacos antichagasicos, figura 1.18 del capitulo 1)
y clotrimazol (figura 2.6 del capitulo 2). En particular este ultimo compuesto, el
clotrimazol (CTZ), es un clasico ligando bioactivo monodentado, que coordina a través
del atomo de nitrégeno N1, y se ha utilizado como ligando de numerosos complejos de
rutenio con diversas propiedades bioldgicas.

Los primeros complejos de interés bioldgico Ru-CTZ fueron desarrollados por Sanchez-
Delgado y col. Estos incluian centros metalicos Ru(ll) o Ru(lIl). Algunos de los
compuestos  desarrollados por este grupo son los complejos (cis,fac-
[Ru"Cl2(dmso)s(CTZ)], cis,cis,trans-[Ru''Cl>(dms0)2(CTZ)2], Na[Ru"'Cls(dmso)(CTZ)]
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y Na[trans-Ru"'Cl4(CTZ),]) (figura 4.3). Especificamente, los compuestos de Ru(ll)
formaron complejos de bajo spin con una elevada estabilidad, similar a los complejos de
Fe(I1) producidos en sistemas biolégicos [23]. Los complejos sintetizados por este grupo
de investigacion, resultaron ser aniénicos o neutros. En todos los compuestos se mantuvo

el entorno geométrico octaédrico y el estado de oxidacion (11) del centro metalico.

CTZ CTZ

‘ e ’ Kel
dmso-S Ru—-ci dmso-S Ru‘\\—c1
dmso-S ‘ dmso-S ’

S-dmso CTZ
[Ru'Cl,(dmso);(CTZ)] [Ru""Cl,y(dms0),(CTZ),]
B CTZ B CTZ

’ e | K¢l

Na | cc——Ru—-=cl Na| ci—Ru—-cl
o | e

S-dmso CTZ

Na[Ru'"'Cl,(dmso)(CTZ)] Na[Ru''C14(CTZ),]

Figura 4.3: Algunos complejos de coordinacion Ru-CTZ desarrollados por Sanchez-

Delgado y col.

Posteriormente, ese grupo desarroll6 compuestos organometélicos que incluian el
fragmento {Ru'"-p-cimeno} y el ligando CTZ (figura 2.9, capitulo 2). La presencia del
ligando areno en la estructura proporcioné una elevada estabilidad, y los compuestos
mostraron interesantes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. La esfera de
coordinacion del &tomo metalico central se completd con el ligando CTZ coordinado de
forma monodentada a través del atomo de nitrégeno N1y los otros coligandos, generando
finalmente una geometria pseudo octaédrica alrededor del atomo de rutenio. Todos los
complejos Ru''(p-cimeno)-CTZ mantuvieron la estructura caracteristica de piano-stool,

con el ligando organometéalico ocupando tres sitios de coordinacion.
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4.1.2 Compuestos de coordinacién de rutenio con ligandos tiosemicarbazona

En los dltimos afios ha crecido considerablemente el desarrollo de compuestos de
coordinacion con ligandos tiosemicarbazona, tanto de centro metalico de rutenio como
de otros metales de transicion [24,25]. Las tiosemicarbazonas son moléculas derivadas de
iminas formadas mediante reaccion de condensacion entre un aldehido (o cetona) y una
tiosemicarbazida. Estas moléculas son consideradas muy buenos ligandos ya que poseen
una gran versatilidad y flexibilidad, lo que facilita la coordinacion a iones metélicos. Se
han reportado numerosos complejos con este tipo de ligandos, en los cuales se han
observado diversos modos de coordinacion. En la figura 4.4 se muestran algunos
ejemplos de la variedad de coordinacion que se ha observado en complejos metalicos con
tiosemicarbazonas. Estos modos son determinados preferentemente por la naturaleza del
centro metélico y las condiciones de sintesis del complejo [26].

La coordinacion usualmente observada en estos ligandos es bidentada a través del &tomo
de azufre tiocarbonilico y el &tomo de nitrégeno azometinico, generando una estructura
de anillo de cinco miembros (figura 4.4, (modo (1)) [27-31]. En este modo de
coordinacion la tiosemicarbazona puede actuar como ligando neutro o anionico debido a
la pérdida del proton hidrazinico (N-H). La coordinacién bidentada también se puede
efectuar a través del nitrégeno hidrazinico y el azufre tiocarbonilico (modo (2)),
generando un anillo de cuatro miembros mucho mas rigido y menos favorable que el
modo (1) cominmente observado [32,33]. Si la tiosemicarbazona contiene un tercer sitio
coordinativo (D) ubicado en una posicion que posibilite la coordinacion, podria actuar
como un ligando tridentado (modo (3)) [34,35]. La versatilidad que posee también le
permite actuar como un ligando puente mediante el atomo de azufre (u-S) (modo (4))
formando asi compuestos dinucleares [36] o polinucleares [37]. También pueden actuar
como ligando monodentado donde la coordinacion se realiza solo a través del atomo de
azufre [38,39]. En el presente capitulo se hara énfasis en el modo (1) de coordinacion, sin
embargo, en capitulos posteriores se ahondara mas en detalle en alguno de los otros

modos de coordinacion.
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Figura 4.4: Modos de coordinacion comdnmente observados en complejos metélicos con

tiosemicarbazonas.

En cuanto al desarrollo especifico de compuestos organometalicos de rutenio con
ligandos tiosemicarbazona, el disefio se ha enfocado fundamentalmente hacia complejos
con el fragmento organometalico {Ru"-p-cimeno}. En la figura 4.5 se muestran algunos
ejemplos de los compuestos que han sido desarrollados, donde cabe destacar los
sintetizados por Beckford y col., quienes obtuvieron un gran nimero de complejos con
este fragmento organometalico y tiosemicarbazonas derivadas de antraldehido (ATSC) y
derivadas de piperonal (pPhTSC) [40,41]. Wei Su y col. sintetizaron también complejos
de {Ru'"-p-cimeno} con tiosemicarbazonas derivadas de 4-fluoro benzaldehido y
tiosemicarbazonas derivadas del benzaldehido (HL) [42,43]. Otros complejos
sintetizados con este fragmento organometalico fueron los desarrollados por N. Raja y
col. quienes utilizaron ligandos derivados de feniltiosemicarbazonas [44].
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Figura 4.5: Ejemplo de algunos complejos organometalicos {Ru''-p-cimeno} con

diversas tiosemicarbazonas.

Aunque el disefio de estos complejos fue enfocado hacia diferentes aplicaciones, todos
ellos poseen caracteristicas comunes. En todos estos complejos los ligandos
tiosemicarbazona coordinaron de forma neutra (HL) y bidentada (a través del atomo de
azufre tiocarbonilico y el nitr6geno azometinico, modo (1)), se mantuvo la configuracién
piano-stool del fragmento organometéalico, no se modifico el estado de oxidacion (1) ni
la geometria pseudo octaédrica del atomo metélico central.

En la busqueda bibliogréafica realizada, no se encontraron estructuras reportadas de
complejos con el fragmento {RuCp} y tiosemicarbazonas.

Las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido (HL) utilizadas en este capitulo
fueron sintetizadas previamente por parte de nuestro grupo de investigacion y han sido

ampliamente estudiadas por este (figura 4.6) [45].
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Figura 4.6: Reaccion de condensacion para la sintesis de las tiosemicarbazonas derivadas

del 5-nitrofuraldehido utilizadas como ligandos en los complejos {RuCp}.

Durante los ultimos 15 afios se han utilizado estas moléculas como ligandos en numerosos
complejos de coordinacion de diferentes centros metéalicos [24,25,46-48].
Especificamente, el grupo de investigacion ha desarrollado diferentes familias de
compuestos de coordinacién con el ion central de rutenio. Los primeros compuestos
sintetizados  fueron tres series de complejos de formula [Ru"Cly(HL):],
[Ru"'Cls(dmso)(HL)] y [Ru"™CI(PPhs)(L)2] (figura 4.7) [47]. En esta serie de
compuestos, el estado de oxidacidn del ion metalicos central quedd determinada tanto por
la naturaleza del precursor de rutenio como por la relacién molar (Ru: tiosemicarbazona)
empelada en la sintesis. Posteriormente, se sintetizé otra serie de complejos de Ru(ll) con
estas tiosemicarbazonas, incluyendo en la esfera de coordinacion al ligando PTA (1,3,5-
triaza-7-fosfaadamantano). En estos compuestos, de formula [Ru"Cl2(HL)(HPTA)2]Cla,
la inclusion del ligando PTA permitié aumentar considerablemente la solubilidad en agua
de los complejos (S > 10 mM) [46]. En estos 15 complejos de rutenio con los ligandos
tiosemicarbazona derivadas del 5-nitro furaldehido, se observé siempre una coordinacién
bidentada hacia el 4&tomo metalico a través del azufre tiocarbonilico y el nitrégeno
azometinico. En algunos casos coordinaron como ligandos neutro (HL), y en otros como
ligandos monoanidnico (L).

Por Gltimo, se obtuvieron los complejos organometalicos [Ru''2(p-cimeno)2(L)2]Xz ( X =
Cl o PFg) (figura 2.10, capitulo 2) en los cuales se observo también que los ligandos

tiosemicarbazona coordinaron de forma bidentada al centro de Ru(ll) [49,50].

151



H

/\ NH'CI /\N
N N—
RHN O_ _NO

& 7 (I

Y U p
Nv\/

Cl Ri

O )
0N N /N\E/kNHR OZN/QVN\N/”\NHR
H

N

Cl Ru

Cl

[Ru"'Cl,(HL),] [Ru'lCL,(HL)(HPTA),]CL,

Figura4.7: Ejemplo de algunos complejos de rutenio con las tiosemicarbazonas derivadas
del 5-nitrofuraldehido.

4.2. Compuesto [Ru''Cp(PPhz)2(CTZ)](CF3SOs3)
4.2.1 Sintesis

A partir del método experimental de sintesis detallado en el capitulo 3, se preparo el
compuesto de formula [Ru""Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsS0Os), que de aqui en mas se codificara
como RuCpCTZ (figura 4.8). Similar a lo expuesto en la introduccion a este capitulo, el
complejo se obtuvo a partir del precursor [Ru'"CpCI(PPhs),] el cual se hizo reaccionar
con AgCFsSOs, que luego de observar la precipitacion de AgCl, se afiadieron cantidades
equimolares del ligando CTZ. Se obtuvo una masa de 190 mg de un sélido amarillo

equivalente a un 32 % de rendimiento de reaccion.
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Figura 4.8: Estructura del compuesto [Ru''Cp(PPhs)2(CTZ)](CF3sSOs3).
422 Caracterizacion en estado sélido
Analisis elemental

4221

La férmula global propuesta para el complejo RuCpCTZ fue CssHs2CIFsN203P2RUS. Los

resultados del andlisis elemental de C, H, N y S se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1: Resultados de andlisis elemental de C, H, N y S del complejo RuCpCTZ.

%C %H %N %S
Tedrico 64,89 4,42 2,36 2,71
Experimental 64,75 4,44 2,38 2,67

Comparando los valores porcentuales tedricos para la formula propuesta con los valores
experimentales del compuesto sintetizado, los resultados indican que la formula del

compuesto efectivamente corresponde a [Ru""Cp(PPh3)2(CTZ)](CF3sSOs).

4222 Espectroscopia infrarroja
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En la figura 4.9 se muestran los espectros de infrarrojo obtenidos para el complejo
RuCpCTZ y para el ligando CTZ, medidos en un rango entre 4000-400 cm™ en pastillas
de KBr.
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Figura 4.9: Espectros FTIR del complejo [Ru""Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) y del ligando
CTZ en un rango de (a) 4000-400 cm™ y (b) una ampliacion entre 1600-400 cm™.
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Las bandas IR del complejo RuCpCTZ fueron asignadas segun lo reportado en trabajos
previamente desarrollados con estos mismos ligandos, siendo posible la identificacion de
las bandas caracteristicas del ligando CTZ, del fragmento {RuCp} y del contraion triflato
[13,21,51-53].

En el espectro de la figura 4.9 a se observa, a nivel general, un corrimiento de las sefiales
del ligando CTZ como resultado de su coordinacidon al fragmento organometélico. En la
zona hacia altos valores de nimero de onda, especificamente cercana a los 3055 cm™, se
encuentran las bandas de estiramiento C-H de los anillos aromaticos del CTZ, y también
las correspondientes al anillo ciclopentadienilo [51]. En la zona entre 1590-1430 cm™
(figura 4.9 b) se encuentran las bandas caracteristicas de los estiramientos C=N y C=C
del ligando CTZ. Los corrimientos observados de estas bandas son concordantes con la
coordinacion monodentada del ligando al centro metalico [21,52,53].

El espectro del complejo muestra nuevas bandas de vibracion no pertenecientes al ligando
CTZ. Un grupo de tres bandas ubicadas en 1273, 696 y 520 cm™ corresponden a las
bandas caracteristicas del contraion CF3SOs3™ [13].

Las bandas anteriormente mencionadas se resumen en la tabla 4.2.

Tabla 4.2: Asignacién tentativa de las principales bandas del espectro FTIR del complejo
[RU"Cp(PPh3)2(CTZ)](CF3S0s3) y del ligando CTZ en su forma libre

Compuesto v(C-H) v(C=N) y v(C=C) CFsSOs
areno
CTZ 3063 1585,1566,1492,1453,1434 -

RuCpCTZ 3055 1585,1571,1479,1446,1430 | 1273,696,520

4.2.3 Caracterizacion en solucion

4231 Conductimetria

La conductividad molar, medida en una solucién de complejo de concentracion 1mM en
DMSO, fue de 35 S cm? mol™. El valor obtenido se encuentra dentro de los rangos de

valores que sefialan la presencia de electrolitos 1:1 en solucion, tal como se propone para

el complejo catiénico RuCpCTZ [54].
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4.2.3.2 Resonancia magnética nuclear

La caracterizacion estructural en solucion del compuesto RuCpCTZ se realizd por
medidas de RMN unidimensional (*H-RMN, *C-RMN y 3!P-RMN) y bidimensional
(COSY y HSQC) a temperatura ambiente en soluciones de DMSO-ds. En la figura 4.10

se muestra el esquema de como se enumeraron los atomos del ligando CTZ.

\\\\“\\

Ph,p\W

Ph,P

16 17

Figura 4.10: Esquema de numeracion del ligando CTZ en el complejo
[RU"Cp(PPh3)2(CTZ)](CFsS0Os).

En relacion al espectro *H-RMN, el compuesto mostr6 una alta complejidad debido a que
la mayoria de las sefiales se encuentran en un rango entre 7,75-6,65 ppm (figura 4.11).

La asignacion de las sefiales de los protones del ligando CTZ se realiz6 mediante
comparacion con el ligando en su forma libre y con otros complejos Ru'"-CTZ
previamente estudiados por esta técnica. Los trabajos reportados por Sanchez-Delgado y
colaboradores, han demostrado que, a excepcion de los protones adyacentes al nitrégeno
coordinado del grupo imidazol, los protones de los anillos aromaticos no se ven afectados
debido a la coordinacion al centro metalico de Ru(ll) [21,52,55]. Este mismo
comportamiento fue observado en el espectro del compuesto RuCpCTZ, donde no se
observaron grandes modificaciones en los desplazamientos quimicos de las sefiales por
efecto de la coordinacion (tabla 4.3). Como era de esperarse, las sefiales de los protones
H2 y H4 mostraron un corrimiento significativo en los valores de desplazamiento quimico

(A0 de 0,31 y 0,16 ppm, respectivamente) con respecto al ligando en su forma libre. Estos
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corrimientos son indicativos de una coordinacion monodentada al ion metalico central a
través del nitrogeno del grupo imidazol del ligando CTZ. Esta modificacion de los
desplazamientos quimicos (8) como consecuencia de la coordinacioén, también fue
observado en otros complejos de estructura piano stool con el fragmento organometéalico
{RuCp} y ligandos N-donores [13], y también en compuestos Ru'-n®-areno con ligandos
piridilpirazol, piridilimidazol [56] y derivados de fenozazina y antraceno (ligandos que
también coordinan a través de atomos de nitrogeno de anillos heteroaromaticos) [57].
Por otro lado, la sefial de resonancia observada en el espectro a 4,50 ppm (de multiplicidad
singulete equivalente a cinco protones) fue atribuida a los protones del anillo del ligando
ciclopentadienilo. La equivalencia de estos cinco protones es concordante con la
hapticidad cinco del ligando Cp al coordinar al centro metalico de rutenio [12,15].
También fue posible asignar los multipletes correspondientes a los protones de los anillos
aromaticos de los dos ligandos trifenilfosfina (PPhs). Debido a la complejidad en esta
zona del espectro, y para facilitar la asignacion de estas sefiales, el analisis fue
acompafado por experimentos de acoplamiento homonuclear *H-H COSY. En este
espectro bidimensional (figura 4.12) se puede observar los acoplamientos cominmente
observados entre los multipletes de las sefiales de los protones de los tres anillos
aromaticos del ligando PPhs.

En la tabla 4.3 se resumen los valores de desplazamiento quimico de todas las sefiales

asignadas en el espectro, tanto para el complejo RuCpCTZ como para el ligando CTZ.
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Figura 4.11: Espectro *H-RMN de [Ru''Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) en solucion de
DMSO-des a 30°C.
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Figura 4.12: Espectro *H-'H COSY de [Ru""Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) en solucion de

DMSO-dg a 30°C.
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Tabla 4.3: Valores de desplazamiento quimico (8) en ppm para el compuesto

[RU"Cp(PPh3)2(CTZ)](CFsS0s) y el ligando CTZ medidos en solucion de DMSO-ds a

30°C.
Proton o (integracion, multiplicidad) Ad
CTz [Ru''Cp(PPhz)2(CTZ)](CF3SOs3)
H2 7,44 (1,1) 7,75 (1, s) 0,31
H4 6,91 (1, 1) 7,07 (1, dd) 0,16
H5 6,73 (1, 1) 6,72 (1, dd) -0,01
H8 6,80 (1, d) 6,79 (1, m) -0,01
H11 7,40 (1, 1) 7,38% (1, m) -0,002
H9, H10, H14, | 7,32 (8, m) 0,47
H16, H18. 6,79 (8, m)
H20, H22, H24
H15, H17, 7,01 (4, m) -0,35
H21, H23 6,66 (4, m)
Cp - 4,50 (5, s) -
PPhs - 7,38 (12, m), 7,27 (6, m), 7,21 (12, -
m)
& Solapado con sefiales de PPhs

Con respecto al espectro de *C-RMN (figura 4.13), también se observé una alta
complejidad en un rango entre 127-138 ppm, lo que dificult6 la identificacion inequivoca
de todos los &tomos de carbono en la estructura. En este rango de desplazamiento quimico
se encuentran las sefiales correspondientes a los atomos de carbono de los ligandos CTZ
y PPhs. Para facilitar la asignacion de estas sefiales, se realizaron experimentos
bidimensionales de acoplamiento heteronuclear *H-13C HSQC. En este espectro (figura
4.14) se identifico claramente el acoplamiento entre H2-C2 (7,75-138,2 ppm) y entre H4-
C4 (7,07-130,0 ppm) del ligando CTZ. De igual forma a lo observado en el espectro H-
RMN, estas dos sefiales del ligando CTZ son las que sufren las mayores variaciones por
la coordinacion [55]. Fuera de este rango de sefiales se observo a 83,2 ppm una unica
sefial correspondiente a los atomos de carbono del anillo ciclopentadienilo [56] y a 121,9

ppm la sefal correspondiente al carbono del contraién CFsSO3™ [58].
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Figura 4.13: Espectro *C-RMN de [Ru''Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) en solucion de
DMSO-des a 30°C.
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Figura 4.14: Espectro *H-3C HSQC de [Ru"Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) en solucién de
DMSO-des a 30°C.
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Finalmente, en el espectro 3'P-RMN, se observo una Gnica y aguda sefial a 41 ppm
correspondiente a los dos ligandos trifenilfosfina. Esta Unica sefial demuestra la
equivalencia existente entre ambos ligandos PPhs en la estructura del complejo.

4.2.4 Actividad biologica

4241 Actividad antiparasitaria

La actividad antiparasitaria del complejo RuCpCTZ fue evaluada en la forma
epimastigota (cepa Y) de Trypanosoma cruzi y en la forma infectiva de Trypanosoma
brucei brucei (cepa 427). En ambos estudios se incluyé el ligando CTZ en su forma libre
para comparar la actividad de éste con la del complejo. Los resultados obtenidos en los

estudios se resumen en la tabla 4.4.

Tabla 4.4: Actividad in vitro (expresada en valores de 1Cso) del compuesto
[RU"Cp(PPh3)2(CTZ)](CF3sSO3) y del ligando CTZ contra T. cruzi y T. brucei,

citotoxicidad en macréfagos murinos e indices de selectividad (1S).

Compuesto T. cruzi T. brucei | Macrdéfagos 1S2 ISP
1Cs0 (nM) 1Cs0 (M) 1Cs0 (nM)
RuCpCTZ | 0,25+0,08 06+0,1 19+0,1 8 3
CTz 18+04 > 25 55,1+0,5 31 <2

2. IS = ICs0 en macrofagos/ICso en T. cruzi

b: IS = ICso en macrofagos/ICso en T. brucei

Los resultados corresponden al valor medio de tres experimentos diferentes e
independientes

El estudio de inhibicién de la proliferacion de T. cruzi reveld que el complejo RuCpCTZ
posee una elevada actividad citotoxica sobre el parasito, con un valor de 1Cso que se
encuentra en el rango submicromolar. Al comparar este valor de actividad con el obtenido
para el ligando libre, se observa que la inclusion del fragmento organometalico {RuCp}
aumenta hasta seis veces la actividad citotoxica sobre el parasito. Ademas, el complejo
mostré un incremento de la actividad antiparasitaria de hasta 30 veces en comparacion al
farmaco tripanosomicida de referencia Nifurtimox (ICso = 8,0 uM) [59]. Ademas, cabe
destacar que el complejo RuCpCTZ mostrd una actividad citotdxica sobre epimastigotas
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de T. cruzi superior a la obtenida en los estudios de otros complejos Ru'-CTZ, tanto
clasicos como organometalicos, previamente estudiados [52].

Con respecto a la evaluacion de la actividad sobre T. brucei, el estudio revel6 que el
complejo RuCpCTZ es activo contra el parasito, mostrando un efecto del tipo dosis-
dependiente. Al igual que para T. cruzi, la complejacion del ligando CTZ al fragmento
organometalico {RuCp} provoco un aumento de la actividad citotoxica de hasta 40 veces
sobre la forma infectiva del parasito. Este resultado indicaria que la coordinacion del
fragmento organometalico al ligando CTZ juega un papel determinante en la actividad
bioldgica contra T. brucei.

Por otra parte, los valores de ICso obtenidos para el ligando CTZ sefialan que esta
molécula, posee una actividad citotoxica superior en T. cruzi que en T. brucei. Estos
resultados se pueden correlacionar, y estan de acuerdo, con el contenido de esteroles que
posee cada especie estudiada, y también con la etapa del ciclo de vida del parasito
utilizado en el estudio in vitro. En la etapa de epimastigotas del ciclo de vida de T. cruzi,
los parasitos contienen cerca de un 40 % de ergosterol, mientras que T. brucei contiene
predominantemente colesterol, incorporado del medio por un mecanismo de endocitosis
mediado por receptores [60]. EI mismo analisis puede ser extrapolado al complejo
RuCpCTZ, para el que se observé también una mayor actividad citotdxica contra T. cruzi
que contra T. brucei.

4242 Citotoxicidad en modelos de células de mamifero

Para estudiar la selectividad de la actividad tripanosomicida del complejo, se evaluo la
actividad citotdxica de éste y del ligando libre en un modelo de células mamiferas. Los
estudios se realizaron sobre una linea de macréfagos murinos (J774). Los resultados de
citotoxicidad (expresada en el valor de 1Cso) permitieron conocer la selectividad que
tienen los compuestos hacia ambos parasitos. La selectividad fue analizada mediante el
indice de selectividad (IS), que corresponde a la relacion entre el valor de 1Cso obtenido
en macrofagos y el I1Csp obtenido en los parasitos. Una mayor selectividad se ve reflejada
en un mayor valor de IS. Los resultados de la actividad citotdxica en este modelo de
células de mamifero y de los correspondientes indices de selectividad se muestran en la
tabla 4.4.
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Los resultados muestran que si bien el compuesto RuCpCTZ presentd una mayor
citotoxicidad en macréfagos que el ligando CTZ, el complejo mostrd6 una moderada
selectividad hacia ambos paréasitos (T. cruzi y T. brucei).

425 Mecanismo de accion

Basandose en una de las hipotesis planteada para el disefio de los compuestos de
coordinacion con actividad bioldgica, la coordinacion del ligando bioactivo, en este caso
el ligando CTZ, al fragmento organometalico farmacoldgicamente relevante, {RuCp},
generaria un compuesto final con un mecanismo de accion dual o multiple, afectando a
diferentes blancos o procesos biolégicos significativos para el parésito. EI compuesto
RuCpCTZ podria actuar a nivel del blanco propio del ligando bioactivo (inhibicion de la
biosintesis de esteroles de membrana en T. cruzi) y a nivel de otro blanco asociado a la
presencia del metal, como el ADN, conduciendo asi a efectos aditivos. Por lo tanto, se
realizaron estudios para obtener informacion sobre el probable mecanismo de accién
antiparasitario del complejo RuCpCTZ, analizando ambos potenciales blancos. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacion.

4251 Inhibicion de la biosintesis de esteroles de membrana en T.

cruzi

Los esteroles de la membrana celular de T. cruzi son esenciales para conservar la
integridad estructural y el normal funcionamiento del parésito. La biosintesis de estos
esteroles implica al menos 20 etapas metabdlicas donde algunos pasos involucran
enzimas especificas que difieren entre las células mamiferas y las de tripanosomatidos
(figura 2.8 del capitulo 2). La inhibicion de alguna de estas enzimas es una estrategia
frecuentemente utilizada en la busqueda de nuevos agentes antichagasicos [61-63]

Para estudiar si el complejo RuCpCTZ participa en la inhibicion de esta biosintesis, o
dicho de otra forma, si el mecanismo de accién antiparasitario propio del ligando
bioactivo se mantiene en el complejo, se realizé un estudio de inhibicion de la biosintesis
de esteroles de membrana (BEM) en epimastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen 2).

Como se menciond en el capitulo 3, se incubaron epimastigotas de T. cruzi con el
complejo o con el ligando CTZ durante 72 horas a una concentracién equivalente al valor

de ICso obtenido en el estudio in vitro en T. cruzi. Posteriormente se extrajeron los

163



esteroles de los parésitos y dichos extractos lipidicos se sembraron en una placa
cromatogréfica de capa fina (TLC). Como control positivo se incluy6 un cultivo de
pardsitos tratados con un compuesto llamado terbinafina. La terbinafina es un inhibidor
de la enzima escualeno epoxidasa, también conocida como escualeno mono-oxigenasa,
la cual cataliza la epoxidacion de escualeno a (3S)-2,3-6xidoescualeno [61] (reaccién (2)
de la figura 2.8, capitulo 2). Es asi que finalmente en la placa de TLC se sembraron los
extractos lipidicos de los parésitos tratados con RuCpCTZ, CTZ, terbinafina, y un control
negativo correspondiente a parasitos en el medio de BHT (parasitos sin tratamiento).
Ademas, se incluyd el sembrado de patrones de ergosterol, lanosterol, colesterol y
escualeno, sustratos y/o productos de la ruta biosintética, utilizados como control
comparativo en el analisis. La placa de TLC revelada por vapores de yodo y luz UV, se

muestra en la figura 4.15.
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Figura 4.15: Placa cromatografica TLC de los extractos lipidicos de T. cruzi después del
tratamiento de los parasitos con [Ru""Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs), CTZ y terbinafina. Se
incluye cuatro patrones de esteroles. La placa fue revelada con vapores de yodo y luz UV.

Tal como se menciond en el capitulo 2, el clotrimazol y otros derivados de azoles inhiben
la proliferacion de los parasitos de T. cruzi cortando pasos de la BEM, especificamente
bloqueando la enzima lanosterol-14a-metil demetilasa dependiente de citocromo P-450.
Esta enzima es la responsable de catalizar la conversion de lanosterol a ergosterol en la
ruta biosintética ((reaccién (4) de la figura 2.8, capitulo 2) [21,64,65]. Estudios previos
han demostrado que los azoles previenen especificamente la hidroxilacion del carbono
14a-metilo del lanosterol, blogueando la subsecuente formacion de ergosterol [65]. Como

resultado se observé que en los extractos lipidicos de los parasitos tratados con CTZ existe

164



una acumulacion de lanosterol en la placa de TLC (carril 2, figura 4.15). Este resultado
esta de acuerdo con la inhibicion de la enzima lanosterol-14a-metil-demetilasa, que al no
funcionar con normalidad disminuye la formacion del producto provocando la
acumulacién de lanosterol. Por lo tanto, este resultado confirma que el CTZ en su forma
libre tiene el mecanismo de accion previamente estudiado (la inhibicién de esta enzima),
y en consecuencia se valida el experimento realizado.

Con respecto al extracto de los parasitos tratados con el complejo RuCpCTZ (carril 1,
figura 4.15), y al igual que en los extractos de los parasitos tratados con terbinafina, se
observo la acumulacion de escualeno en la placa. Este resultado sefiala que el complejo
estaria afectando la BEM al mismo nivel que la terbinafina, es decir, inhibiendo la enzima
2,3-escualeno epoxidasa. En el extracto de parésitos tratado con CTZ no se observd
acumulacién de escualeno, por lo que se puede inferir que la acumulacion de este sustrato
en el caso de RuCpCTZ es debida a la complejacion del CTZ al fragmento
organometalico {RuCp}. De esta manera se puede concluir que el complejo RuCpCTZ si
afecta la BEM de T. cruzi inhibiendo una enzima distinta a la inhibida por el ligando
bioactivo CTZ.

4252 Interaccion con ADN

El ADN se utiliza como blanco terapéutico en el tratamiento de patologias altamente
proliferativas como el cancer. Los parasitos también proliferan rapidamente. Segun los
antecedentes presentados en el capitulo 2, compuestos de coordinacion del tipo Ru''-CTZ
(clasicos y organometalicos) previamente reportados poseen la capacidad de
interaccionar con el ADN [21,66,67], y ademas, existen evidencias de que complejos que
incluyen el fragmento organometalico {RuCp} presentan afinidad por esta biomolécula
[15,16,68]. Entonces, estos antecedentes motivaron estudiar la interaccion con ADN
como un posible mecanismo de accion antiparasitario del complejo RuCpCTZ.

42521 Estudios de interaccién primaria con ADN por medidas de absorcion

atomica

El primer acercamiento en la determinacion de la posible interaccion del complejo
RuCpCTZ con el ADN, fue realizado mediante estudios de absorcion atdmica del metal

unido a la biomolécula. Esta técnica ha sido utilizada como una aproximacién primaria
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para estudiar la interaccion entre el ADN y complejos metalicos [24,25,46]. Los estudios
de interaccion primaria permiten determinar la existencia y el nivel de la interaccion entre
la biomolécula y el complejo metélico.

Mediante el procedimiento experimental realizado, detallado en el capitulo 3, se obtuvo
una solucion final donde se encontraria disuelta la fraccion de ADN unida al complejo
(denominada complejo Ru-ADN). Utilizando espectroscopia de absorcién atomica de
llama, se cuantificd la concentracion de rutenio existente en el complejo Ru-ADN. A
partir de la curva de calibracion (figura 4.16), se obtuvo una concentracion de rutenio en
la solucion de 0,187 mg/L (equivalente al promedio del experimento realizado por
triplicado). Sobre esta misma solucién se cuantificé la concentracién de ADN unido al
complejo mediante medidas de absorbancia (A260, € = 6.600 M-cm™) encontrandose una
relacion equivalente a 1,12 nmol de rutenio por mg de ADN. El valor obtenido por este
método sefiala un bajo nivel de unién entre el complejo RuCpCTZ y el ADN. Este bajo
nivel de interaccidn se infiere al comparar el valor obtenido con el observado en los
estudios de otros complejos de rutenio que interactdan eficientemente con ADN, donde
los valores fluctdan entre 40 y 300 nmol de Ru/mg de ADN [46,49,69].

Absorbancia (u.a.)

41 =
1 y = 0,0032x + 0,0004x
,// 2 _
0o4m R"=0,9904
0 1 2 3 4

[Concentracion] (mg de Ru/L)

Figura 4.16: Curva de calibracion para la cuantificacion de rutenio en el complejo Ru-
ADN.

42522 Estudios de interaccion con ADN por medidas de fluorescencia
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Complementando los estudios de interaccion primaria realizados, se realizo un analisis
de interaccion con ADN mediante medidas de fluorescencia. En este experimento, y tal
como se planted en el capitulo 3, se analiza la disminucion de la intensidad de
fluorescencia del aducto {ADN-BE}, donde BE es bromuro de etidio, generada por la
interaccion del complejo RuCpCTZ con la biomolécula.

El bromuro de etidio (BE) es una molécula intercalante del ADN, la cual al interaccionar
con la biomolécula forma el aducto {ADN-BE}. Este aducto posee una fuerte emision
fluorescente (Aexc = 510 nm) cuyo maximo de emision se encuentra a 594 nm. Luego de
realizar una titulacion de este aducto con concentraciones crecientes de RuCpCTZ (entre
0-60 uM) se obtuvo como resultado el espectro de emisién que se muestra en la figura
4.17 (a).
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Figura 4.17: (a) Espectro de emision de fluorescencia del estudio de interaccion
competitiva de [Ru'"Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) con el aducto {ADN-BE} para
concentraciones de RUCpCTZ de 0 a 60 uM. (b) Gréfica de intensidad relativa de

fluorescencia (%) a Aem = 594 nm al aumentar la concentracion de complejo.

El espectro de emision del aducto {ADN-BE}, no mostré ninguna variacion en la

intensidad de fluorescencia hasta una concentracion de 60 uM de compuesto, por lo que
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se infiere que el complejo RUCpCTZ no estaria apagando la fluorescencia de este aducto
a las concentraciones estudiadas. Este resultado se puede interpretar como que no existiria
una fuerte interaccion entre la biomolécula y el complejo RuCpCTZ que provoque el
desplazamiento del BE, y en consecuencia una disminucién de la fluorescencia.

Por lo tanto, ambos estudios, interaccion primaria y fluorescencia, indicarian que el

complejo RuCpCTZ no presentaria una fuerte interaccion con el ADN.

4.2.6 Conclusiones parciales

Se logro sintetizar y caracterizar completamente el primer compuesto organometalico con
el fragmento {RuCp} vy el ligando clotrimazol (CTZ). Este complejo mostré una elevada
actividad citotdxica contra los parésitos tripanosomatidos T. cruzi y T. brucei, que fue
incluso superior a la del ligando bioactivo en su forma libre. Los experimentos realizados
para dilucidar el probable mecanismo de accion antiparasitario, revelaron que este
complejo participaria de la inhibicién de la BEM en T. cruzi a un nivel diferente al que
actla el ligando libre. Sin embargo, la interaccién con ADN como parte del mecanismo
de accion dual del complejo podria ser descartada. EI ADN no seria una diana de accion
antiparasitaria.

En base a estos resultados, el complejo [Ru"'Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) no podria ser
considerado como un nuevo agente antiparasitario organometalico debido a la baja
selectividad observada en los estudios in vitro. Sin embargo, los resultados obtenidos son
un punto de partida para continuar con el desarrollo de compuestos organometalicos con

actividad antiparasitaria.

4.3  Compuestos [Ru''Cp(PPhs)(L)]

4.3.1 Sintesis

Basado en la reaccion entre el precursor [Ru''CpCI(PPhs);] y los ligandos
tiosemicarbazona derivadas del 5-nitrofuraldehido (figura 3.4, capitulo 3), se logro
obtener tres complejos organometalicos [Ru''Cp(PPhs)(L)] que codificaremos RuCpL

(figura 4.18). Para estudiar el efecto de la coordinacion de las tiosemicarbazonas con

diferente sustituyentes R en el grupo amino terminal (HL1-HL4), se planteo la sintesis
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con cuatro de éstas. Sin embargo, no fue posible obtener un complejo de pureza adecuada
con el ligando HL1 (R = H).

Los tres complejos RuCpL de color violeta fueron obtenidos con aceptables rendimientos:
18 % (60 mg) para RuCpL2, 25 % (84 mg) para RuCpL3y 18 % (65 mg) para RuCpL4.

g\ HL2 rR= CH;

o \\\\\S
/R“\‘ \/7/NHR HL3 R=-"CH,
Ph,P N—N
/ HL4 R =

X
© RuCpL
O,N

Figura 4.18: Estructura de los compuestos [Ru''Cp(PPhs)(L)].
4.3.2 Caracterizacion en estado sélido
4321 Analisis elemental

El analisis elemental de elementos livianos, especificamente el contenido porcentual de
C, H, Ny S de cada compuesto, revel6 que los tres complejos RuCpL se ajustan a la
formula propuesta. De esta manera los compuestos obtenidos son de férmula
[Ru"Cp(PPhs)(L2)] (RuCpL2), [Ru"Cp(PPhs)(L3)] (RuCpL3) y [Ru""Cp(PPhs)(L4)]
(RuCpL4).

En la tabla 4.5 se muestran los valores porcentuales de C, H, N y S, tetricos y

experimentales.

Tabla 4.5: Resultados de analisis elemental de C, H, N y S de los complejos
[Ru"Cp(PPhs)(L)].

Compuesto %0Cexperimental | Y0Hexperimental 906Nexperimental 90Sexperimental Formula
(%Crtesrico) (Y%6Htesrico) (%6Ntesrico) (%6Stesrico)
[Ru"Cp(PPh3)(L2)] | 55,00 (54,95) | 4,13 (4,15) 8,60 (8,54) 491 (4,89) | CsoH27NsOsPRuUS
[RU'Cp(PPh3)(L3)] | 55,64 (55,60) | 4,34 (4,36) 8,35 (8,37) 4,77 (4,79) | CaiH20N4O3PRUS
[RU'Cp(PPhs)(L4)] | 58,45 (58,57) | 4,05 (4,07) 7,85 (7,81) 4,45 (4,47) | CasHzsN4OsPRuS
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4.3.2.2 Espectroscopia infrarroja

Se midieron los espectros de infrarrojo de los tres complejos RuCpL y de los respectivos
ligandos en su forma libre (HL2-HL4) en pastillas de KBr en un rango entre los 4000-
400 cm™. En la figura 4.19 se muestra, como ejemplo, el espectro de infrarrojo obtenido
para el complejo [Ru"Cp(PPhs)(L4)] y el ligando HL4.
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Figura 4.19: Espectro de infrarrojo del complejo [Ru''Cp(PPhs)(L4)] y del ligando HL4
en el rango de 4000-400 cm™,

Los tres complejos RuCpL presentaron un espectro IR similar, aunque se observé un
aumento en la complejidad de los espectros a medida que crecio el largo de la cadena
carbonada del sustituyente R.

Tal como se menciono en la seccion introductoria de este capitulo, los ligandos 5-
nitrofuril tiosemicarbazona (HL) son capaces de interaccionar con centros metalicos por
diferentes modos de coordinacion. Los espectros de infrarrojo de los ligandos HL han
sido previamente estudiados y asignados mediante el estudio de espectros experimentales

y teoricos, pudiendose definir el patron espectral caracteristico de cada uno ellos [70].
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Los espectros de estos ligandos, como también el de compuestos de coordinacion con
estos ligandos, poseen tres bandas de vibracion caracteristicas que son fundamentales
para predecir el modo de coordinacion con los centros metélicos. Estas tres bandas
corresponden a los estiramientos v(C=N), v(C=S) y v(N-N) [24,25,45-49,70,70,71]. En
particular, en este capitulo, la caracterizacion de estas tres vibraciones de estiramiento
fueron esenciales para comprender el modo de coordinacion que tienen los ligandos HL
al centro organometalico {RuCp}.

La coordinacion mas favorable, y comunmente observada, de las tiosemicarbazonas
derivadas del 5-nitrofuraldehido es la coordinacion bidentada a través del nitrégeno
azometinico y del azufre tiocarbonilico. Esto se traduce en que en los espectros de los
complejos se observe un desplazamiento hacia frecuencias mas bajas en las bandas de los
estiramientos C=N y C=S por efecto de la coordinacion [24,46-48]. En los espectros de
los complejos RUCpL, la banda de vibracion del estiramiento v(C=N) (identificada entre
los 1650 a 1500 cm™ en los ligandos libres) también se desplazd hacia frecuencias mas
bajas. Por otro lado, la banda de vibracion v(C=S) (alrededor de los 820 a 850 cm™ en el
ligando libre) no pudo ser asignada debido a la alta complejidad observada en esa zona
del espectro, comportamiento que ha sido previamente observado y discutido en otros
compuestos metalicos con estos ligandos [70]. Como se ha reportado en literatura, esta
banda de vibracion se encuentra en regiones de nimero de onda donde coexisten bandas
de otros grupos funcionales que forman parte de este mismo ligando. Por ejemplo, en esta
zona espectral se encuentran las bandas de tijereteo (scissoring) del furano y los modos
de aleteo simétrico (wagging) de los hidrégenos del furano, y sus combinaciones. Si bien
en los espectros de los complejos RuCpL se observan variaciones en esta zona del
espectro (entre 750 a 900 cm™?), la banda del estiramiento C=S, que resulta Gtil para
corroborar la coordinacion del azufre tiocarbonilico al metal, no pudo ser asignada.

La tercera banda de vibracion caracteristica de los ligandos HL es la correspondiente al
estiramiento v(N-N), y se encuentra en un rango entre 1100 y 1120 cm™. En los espectros
de infrarrojo de los complejos RuCpL, se observo un desplazamiento hacia nimeros de
onda mayores en comparacion al respectivo ligando HL. Este comportamiento es
concordante con la deslocalizacion electrénica producida en la molécula como
consecuencia de la coordinacion a través del atomo de nitrogeno azometinico y/o la
deprotonacion del ligando HL.

La deprotonacién del ligando HL es otra caracteristica de la coordinacion cominmente

observada en complejos metalicos con estos ligandos, provocando que éstos actien como
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ligandos anionicos. Como confirmacion de que la deprotonacion ocurre, en los espectros
de infrarrojo de los tres complejos RuCpL no se observo la banda de vibracion del
estiramiento v(N-H) del ligando (observada en la figura 4.19 a 3354 cm™) [45], lo que
estaria en concordancia con la formacion de los complejos neutros [Ru''Cp(PPhs)(L)].
En conclusion, el analisis de los espectros de infrarrojo indicaron que todos los complejos
presentaron la coordinacion bidentada (a traves del nitrégeno azometinico y el azufre
tiocarbonilico) y anionica de los ligandos HL al centro metalico.

Por otro lado, fue posible identificar en los espectros de todos los complejos las bandas
de vibracion caracteristicas del fragmento {RuCp}, las cuales son concordantes con la
hapticidad 5 del ligando ciclopentadienilo en la coordinacion con el ion metélico central
[51].

Tabla 4.6: Asignacion tentativa de las bandas de vibracion significativas de los complejos
[RU"Cp(PPhs)(L)].

Compuesto {RuCp} | v(C=N) | vs(NO2) | v(N-N) 3(NO2) + furano
HL2 - 1599 1354 1114 808
[Ru"'Cp(PPh3)(L2)] 3051 1578 1348 1138 806
HL3 - 1602 1352 1104 805
[Ru''Cp(PPhs)(L3)] | 3054 1577 1350 1147 804
HL4 - 1595 1344 1104 811
[Ru"'Cp(PPhs)(L4)] 3057 1591 1350 1153 804
4.3.3 Caracterizacion en solucion
433.1 Conductimetria

La conductividad molar medida en la solucion 10 M de cada complejo en DMSO fue de
3,2y 3S cm?mol™ para los complejos RuCpL2, RuCpL3 y RuCpL4, respectivamente.
Los valores obtenidos sefialan que estos compuestos no son conductores de la corriente
eléctrica en solucion y confirman la neutralidad de los mismos [54]. Las medidas se
continuaron durante 5 dias luego de la preparacién de la solucién, donde no se observaron
cambios en los valores de conductividad. Esto da cuenta de la estabilidad de los complejos

a la sustitucion en solucion de DMSO durante el tiempo de estudio.
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4.3.3.2 Resonancia magnética nuclear

Se determinaron los espectros de resonancia magnética nuclear *H-RMN, 3C-RMN vy
3IP-RMN de los tres complejos y de los respectivos ligandos. Todos los espectros fueron
medidos a temperatura ambiente y en solucion de acetona-ds.

En el analisis del espectro *H-RMN, los tres complejos mostraron un perfil espectral
similar. La integracion y la multiplicidad de cada una de las sefiales permitieron
caracterizar completamente la estructura en solucion de los complejos. Para el anélisis de
los espectros, se numeraron los protones de los ligandos tiosemicarbazona como se

muestra en la figura 4.20.

10

CH
HL2 R= 7
2 3 S 10
6 R HL3 R= 7 CH;
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Figura 4.20: Esquema de numeracién de los protones de los ligandos 5-nitrofuril

tiosemicarbazona (HL) en los complejos [Ru'"Cp(PPhs)(L)].

En la figura 4.21 se muestra el espectro *H-RMN del complejo RuCpL2, que se utilizara

como ejemplo para describir las sefiales de éste y de los demas complejos.
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Figura 4.21 Espectro *H-RMN del complejo [Ru""Cp(PPhs)(L2)] en solucién de acetona-
ds.

En el espectro *H-RMN, se observd una sefial de multiplicidad singulete cercano a los 4,5
ppm equivalente a cinco protones, que como se menciond en el complejo RuCpCTZ,
corresponde a la sefial caracteristica del ligando ciclopentadienilo en el fragmento
{RuCp} [12,15].

Con respecto al ligando bioactivo, en los espectros de los tres complejos se observaron
las sefiales caracteristicas de las tiosemicarbazonas. Se identificaron los dos dobletes de
los protones del anillo furano H2 y H3 (con una constante de acoplamiento Ju,x= 3,8 Hz),
el singulete correspondiente al protén ilidénico (H5) y la sefial del protén amino terminal
(H9). Si bien no existen estudios previos de *H-RMN de complejos medidos en acetona-
ds para comparar los valores de desplazamiento quimico con otros compuestos, la
asignacion de las sefiales fue complementada con experimentos H-‘H COSY. Al
comparar las sefiales de estos protones en el complejo RuCpL y en su respectivo ligando
HL, se observd un corrimiento de la sefial del proton H9 (NH-R) hacia campos
magnéticos menores de casi 1 ppm, lo que podria explicarse por un efecto de
retrodonacién © que ocurre desde del metal hacia los orbitales del ligando. Un efecto
similar se observo en el resto de los protones del ligando a excepcion de H3 y H5 que

sufren un leve efecto de desapantallamiento (~0,3 ppm).
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Ademas, en los espectros de los tres complejos se logré identificar las sefiales de cada
sustituyente R de la cadena alifatica, es decir, los protones del grupo metilo en RuCpL2
(singulete equivalente a tres protones), el grupo etilo en RuCpL3 (quintuplete y triplete
de JuH = 7,2 Hz) y fenilo en RuCpL4 (lograndose identificar inequivocamente solo el
triplete equivalente al proton ubicado en posicion para del anillo con un Jux = 7,4 Hz).
En todos los casos se observd la ausencia de la sefial correspondiente al proton H7
(cercana a los 11 ppm en el ligando libre), lo que confirma la deprotonacién de los
ligandos tiosemicarbazona al coordinar al fragmento {RuCp}.

Finalmente, y al igual que en el espectro del complejo RuCpCTZ, se asignaron también
los multipletes de los protones de los anillos arométicos del ligando trifenilfosfina. La
tabla 4.7 resume los valores de desplazamiento quimico (8) de todas las senales asignadas

de los tres compuestos y de los respectivos ligandos.

Tabla 4.7: Desplazamientos quimicos (8) del espectro H-RMN en ppm de los
compuestos [Ru''Cp(PPhs)(L)] y de los ligandos HL en acetona-ds.

H OH (ppm) Ad?
HL2 | RuCpL2 | HL3 | RuCpL3 | HL4 | RuCpL4 Ad2/Ad3/Ad4
H-Cp - 4,51 - 4,50 - 4,57 -

H2 7,61 7,22 7,61 7,23 7,64 | 7,23-7,42° -0,39/-0,38/¢

H3 7,18 7,45 7,18 7,45 7,37 | 7,23-7,42° 0,27/0,27/¢

H5 8,09 8,42 8,09 8,41 8,20 8,54 0,33/0,32/0,34

H7 10,86 - 10,80 - 11,16 - -

H9 8,41 7,34° 8,43 7,34° 9,98 8.72 -1,07/-1,09/-1,26
H10 3,14 2,76 3,72 3,30 - - -0,38/-0,42/¢
H11 - - 122 | 115 - - 9/-0,07/¢
o-H - - - - 7,70 7,49 -0,21
m-H - - - - 7,37 | 7,23-7,42° d
p-H - - - - 7,22 7,00 -0,22

2 A8 = (AScomplejo - Adligando)

b: Solapado con sefiales de PPhs

¢ multiplete equivalente a 19 protones
d: no determinado

176




La asignacion de las sefiales de los espectros de **C-RMN se realizd de forma tentativa,
lograndose identificar la mayoria de las sefiales de los &tomos de carbono del ligando HL
y PPhs, y los carbonos del ligando ciclopentadienilo. EI andlisis del espectro fue
complementado con experimentos de acoplamiento heteronuclear HSQC y HMBC. Los
valores de desplazamiento de estas sefiales se resumen en la tabla 4.8.

En los espectros de todos los complejos, se observd cerca de los 80 ppm la sefial
correspondiente a los atomos de carbono del anillo ciclopentadienilo. En un intervalo
entre 115-150 ppm se encuentran las sefiales de la mayoria de los &tomos de carbono del
ligando HL. En los espectros de los complejos RuCpL2 y RuCpL3 se logré identificar las
sefiales de los carbonos del grupo metilo y etilo del sustituyente R de la cadena.
Exclusivamente en el complejo RuCpL4 fue posible identificar la sefial del &tomo de
carbono mas cercano al sitio de coordinacion (C8). Tal como se ha reportado en otros
complejos que incluyen estos ligandos tiosemicarbazona, esta sefial se desplazd hacia
mayores ppm en relacion al grupo de sefiales correspondiente a los &tomos de carbono
del resto de la cadena.

En estos espectros, también fue posible identificar las sefiales de los carbonos del ligando
trifenilfosfina en los tres complejos. En la figura 4.22 se muestra, como ejemplo, el

espectro de 3C-RMN obtenido para el complejo RuCpL2.

Tabla 4.8: Desplazamientos quimicos (5) del espectro *C-RMN en ppm de los
compuestos [Ru''Cp(PPhs)(L)] en acetona-d.

dc complejo (ppm)
C [Ru'"Cp(PPhz)(L2)] | [Ru"'Cp(PPh3)(L3)] | [Ru"Cp(PPhs)(L4)]
C-Cp 79,43 79,47 79,72
C1 150,27 149,83 -
C2 117,81 117,30 -
C3 115,68 115,65 -
C4 150,25 151,44 151,07
C5 136,66 136,74 140,19
C8 - - 185,27
C10 32,65 40,91 136,66
Cl1 - 15,53 121,57
Cl2+C14 - - 129,36
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C13 - - 123,55
C15 - - 121,57
CH-PPhs 134,61 134,58 134,50
132,67 130,02 132,69

128,45 128,53 128,60

C- PPhs 129,52 133,72 130,15

T
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Figura 4.22: Espectro de *C-RMN del complejo [Ru"Cp(PPhs)(L2)] en solucién de

acetona-de.

El espectro de 3P-RMN mostro en todos los casos una unica sefial aguda cercana a los

52 ppm atribuida al ligando trifenilfosfina. Se muestra como ejemplo en la figura 4.23 el

espectro 3'P-RMN del complejo RuCpL2 donde se observa esta tnica sefial mencionada.
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Figura 4.23: Espectro 3'P-RMN del complejo [Ru"Cp(PPhs)(L2)] en solucion de acetona-
ds.

4.3.3.3 Estudio electroquimico

El estudio electroquimico de los complejos RuCpL fue realizado por medidas de
voltametria ciclica sobre una solucion de cada compuesto de concentracién 1 mM en
DMSO. Para el estudio de los procesos de oxidacion se utilizé como electrodo de trabajo
un disco de carbdn vitreo, y en el analisis de los procesos de reduccion se utilizo electrodo
de gota colgante de mercurio (HDME).

En la figura 4.24 se muestran los voltamogramas obtenidos para los tres complejos en el
barrido hacia potenciales anddicos y hacia potenciales catddicos (velocidad de barrido de
potencial de 100 mV/s). En estos voltamogramas se observa que los tres complejos
poseen un comportamiento electroquimico similar, tanto en la zona asociada a procesos

de oxidacion (figura 4.24 a) como también en los procesos de reduccion (figura 4.24 b).

179



RuCpL2
(@) - - -RuCpL3
1 - - -RuCpL4

0.2 4

0.0 H

:5: 0.2
¢
-0.4 -
-0.6
T T T T T T T T T 1
08 07 06 05 04 03 02 01 00
E(V)
RuCpL2
(b) - - -RuCpL3
1 - - -RuCpL4
25- ]|
] 4
k!

04 06 08 10 12 -14 -16 -18 20
E(V)

Figura 4.24: Voltamogramas ciclicos de los complejos [Ru""Cp(PPhs)(L)] en la direccion

(a) anddica y (b) catodica.

En el barrido hacia potenciales anddicos, se observo cerca de 0,4 V (referido al electrodo
Ag/AgCI) un proceso redox reversible, que fue atribuido a la oxidacion Ru(I)/Ru(lll).
La asignacion de este par redox esta fundamentada en que el valor de potencial observado
es similar al comunmente obtenido en los estudios electroquimicos realizados con otros
compuestos organometalicos con el fragmento {RuCp} [12,13,15]. En este proceso de
oxidacion, la diferencia entre el potencial del pico catodico y el pico anodico (AEp) es
cercano a los 0,06 V, que segun la ecuacion de Nerst, es indicativo de un mecanismo

reversible de transferencia de un electron [72]. En la grafica de la figura 4.25 a, se muestra

180



como ejemplo este proceso de oxidacion en el complejo RuCpL2 medido en un rango
restringido de potencial a diferentes velocidades de barrido (entre 50 y 500 mV/s). En
esta grafica se puede observar que tanto los valores de potencial del pico anddico (Epa)
como del pico catodico (Epc) no cambian al variar la velocidad de barrido. Basandose en
el analisis de la intensidad de corriente de ambos picos, se observo que la relacion lpa/lpc
es cercana a 1 en los tres compuestos, lo que es concordante con otra de las caracteristicas
que determinan a un proceso reversible.

La ecuacion de Randles-Sevcik (Ec. 4.1) es la expresion matematica que describe la
intensidad maxima del pico (ip) en un proceso electroquimico reversible. En esta ecuacion
se deduce que la densidad de corriente de pico (en unidades de A/cm?) es directamente
proporcional a la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (v'/2) (también es proporcional
a la concentracion (C) de la especie electroactiva y al coeficiente de difusion (D), pero en
el andlisis realizado estos pardmetros permanecen constantes). Al graficar ip en funcion
de v2 (figura 4.25 b) se observa que efectivamente existe una relacion de
proporcionalidad entre ambos pardmetros tanto para el pico anédico como para el pico

catodico.

i, = —(2,69 105)n3/2 - C - D1/2 - y1/2 Ec.4.1
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Figura 4.25: (a) Voltamogramas ciclicos del complejo [Ru""Cp(PPhs)(L2)] en el rango de
oxidacion medidos a diferentes velocidades de barrido de potencial. (b) Grafica de ipa €

inc versus (velocidad de barrido)Y/? para el mismo complejo.

Por otro lado, en el barrido hacia potenciales negativos se observaron tres procesos redox
que estan asociados al ligando bioactivo. El par redox I, cercano a los -0,6 V (referido al
electrodo Ag/Ag*), corresponde a un proceso irreversible atribuido a la reduccion del
grupo nitro protonado (R-NO2H) generando un nitro anién radical; este proceso de
autoprotonacion de los ligandos 5-nitrofuril tiosemicarbazona ha sido también observado
en algunos compuestos de coordinacion [24,25,73,74]. El proceso electroquimico
correspondiente al par redox Il, es un proceso cuasi reversible que ha sido atribuido a la
reduccion del grupo nitro generando un nitro anion radical NO2 ™ mediante la transferencia
de un electrdn, segun ha sido previamente reportado para otros complejos de coordinacion
con estos mismos ligandos. El proceso electroquimico Ill, observado a valores de
potencial cercanos a los -2,0 V (vs Ag/Ag®), corresponde a un proceso irreversible
equivalente a la reduccion del nitroanion radical a un derivado de hidroxilamina (R-
NHOH) [24,25,46,49,73,75].

Con respecto al proceso electroquimico 11, como se ha descripto en el capitulo 2, el primer
paso del mecanismo de accion antiparasitario de las tiosemicarbazonas derivadas del 5-

nitrofuraldehido, y de complejos con estos ligandos, es la bioreduccion del grupo nitro
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que genera posteriormente otras especies radicalarias toxicas para el parasito mediante
reciclaje redox. El estudio electroquimico de este par redox reveld que existe un
desplazamiento del potencial del pico (Epa Y Epc) hacia valores menos negativos en todos
los complejos en comparacion al respectivo ligando en su forma libre, observandose una
disminucion (en valor absoluto) de hasta 0,05 V posterior a la coordinacion. Esta
disminucion en los valores de potencial, podria relacionarse con un aumento de la
capacidad de bioreduccién de los ligandos al formar el complejo organometalico, lo que
favoreceria la generacion de especies radicalarias toxicas en el paréasito [24,25,46,75].

En la tabla 4.9 se resumen los valores de potencial de todos los procesos electroquimicos

descritos.

Tabla 4.9: Datos electroquimicos de los compuestos [Ru''Cp(PPhs)(L)]

Compuesto Ru(I)/Ru(lll) | Cuplal Cupla Il (HL)® Cupla lll
Ein (V)? Epc (V)b Epa (V)b Epc (V)b Epc (V)b
[Ru"Cp(PPhs)(L2)] 0,40 -0,63 |-0,98 (-1,00) | -1,04 (-1,09) -1,95
[Ru"Cp(PPhs)(L3)] 0,40 -0,63 |-0,98(-1,02) | -1,06 (-1,11) -1,95
[Ru"Cp(PPhs)(L4)] 0,45 051 |[-0,94(-0,99) | -1,02 (-1,07) | -1,82

E12= (Epa+ Epc)/2

& valor referido a electrodo Ag/AgClI
b: valor referido a electrodo Ag/Ag*
¢: valor obtenido de la referencia [76]

4.3.4 Actividad biologica

43.4.1 Actividad antiparasitaria

La actividad antiparasitaria de los complejos RuCpL fue evaluada en los parasitos T. cruzi
y T. brucei. La selectividad en la actividad en ambos paréasitos fue estudiada utilizando
dos modelos de células de mamifero, macrofagos murinos J774 y células endoteliales
humanas EA.hy926.

Los resultados de todos los estudios in vitro realizados con estos complejos se resumen

en la tabla 4.10, y son discutidos a continuacion.
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Tabla 4.10: Actividad in vitro contra T. cruzi, T. brucei, citotoxicidad en macréfagos
murinos J774 y células endoteliales humanas EA.hy926, y valores de indice de
selectividad (1S) de [Ru""Cp(PPhs)2(L)] y HL (incluidos para comparacion).

Compuesto T. cruzi T. brucei Macrofagos | EA.hy926 IS IS
I1Cs0 / uM I1Cs0 / uM ICs0 / uM ICs0 / pM
HL2 17,4 +£1,9° 11,3¢ 36,4 +4,2¢ >100f 29 (>6") 31(9)
RuCpL2 4,14+0,21 149+14 >20¢ >20¢ >52 >1b
HL3 185+ 1,7° 17,0¢ 34,0+2,1° >100f 29 (>5M) 2 (>6))
RuCpL3 0,41+0,02 3505 >20¢ >20¢ >49? >6°
HL4 22,7+1,6° >100¢ > 100° >100' >42 -
RuCplL4 >20¢ 10,7+0,2 >20¢ >20¢ >2 P

2|S: ICso macrofagos o EA.hy926 / I1Cso T. cruzi

b1S: I1Cs0 macrofagos o EA.hy926 / ICso T. brucei brucei

¢ Datos de referencia [50]

4 No determinado exactamente debido a la baja solubilidad de los compuestos
¢ Datos de referencia [49]

"Datos de referencia [48]

91S: 1Cs0 macrofagos / 1Cso T. cruzi

M1S: ICs0 EA.hy926 / ICs0 T. cruzi

'IS: ICso macrofagos / 1Cso T. brucei brucei

JIS: 1Cs50 EA.hy926 / ICs0 T. brucei brucei

Los resultados son la medida de tres diferentes experimentos independientes.

434.1.1 Actividad contra Trypanosoma cruzi

Los tres complejos RuCpL fueron evaluados in vitro sobre la forma infectiva
tripomastigota del ciclo evolutivo de T. cruzi, y a partir de las curvas de dosis-respuesta
se obtuvo el valor de ICso en cada evaluacion.

Los resultados de estos estudios revelaron que los compuestos {RuCp} son activos contra
T. cruzi, mostrando valores de ICso que se encuentran en el rango micromolar o
submicromolar. A excepcion del compuesto RuCpL4, los complejos mostraron un
incremento de la actividad anti-T.cruzi de 4 a 45 veces respecto a la observada para la
correspondiente tiosemicarbazona en su forma libre. Ademas, los complejos (RuCpL2 y
RuCpL3) resultaron ser de 5 a 49 veces mas activos, respectivamente, que el farmaco
tripanosomicida utilizado como referencia (ICso Nifurtimox = 20,1 + 0,8 uM) [46].

Cabe destacar que los complejos RuCpL resultaron ser mas activos, sobre la forma
infectiva tripomastigota de T. cruzi que otros complejos de coordinacion de Ru(ll) con
estos mismos ligandos. La actividad de los complejos RuCpL fue mayor a la de los
complejos organometalicos [Ru'2(p-cimeno)2(L)2]Cl2 y [Ruz(p-cymene)2(L)2](PFs)2 [50]
y muy superior a la obtenida en los complejos de la serie [Ru""Cl2(HL)(HPTA)2]Cl [46].
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El complejo [Ru""Cp(PPhs)(L3)] presenté la mayor actividad citotoxica en Trypanosoma
cruzi, comparando con los otros complejos RuCpL y con todos los complejos de Ru(ll)
con los ligandos HL reportados a la fecha.

4.3.4.1.2 Actividad contra Trypanosoma brucei

Se evalud la actividad in vitro de los complejos sobre la forma infectiva de T. brucei
brucei. Los resultados de los ensayos mostraron que los tres complejos RuCpL testeados
son activos contra el parasito, mostrando valores de 1Cso que se encuentran en el rango
micromolar (tabla 4.10).

La comparacion de estos valores con la actividad antiparasitaria del respectivo ligando
tiosemicarbazona, muestra un incremento de la actividad de HL3 y HL4 en los complejos
RuCpL3y RuCpL4. La actividad observada se encuentra en el mismo nivel a la obtenida
en los complejos organometalicos [Ru''2(p-cimeno)2(L)2]X2 ( X = CI- 0 PFg) que incluyen

estas mismas tiosemicarbazona bioactivas [49].

4.3.4.2 Citotoxicidad inespecifica en modelos de células de mamifero

La selectividad de la actividad tripanosomicida de los compuestos fue evaluada en dos
modelos de células mamiferas: una linea celular de macrofagos murinos (J774) y en
células endoteliales humanas (EA.hy926). A partir de los valores de ICso obtenidos en
estos estudios se pudo conocer la selectividad (expresada en el indice de selectividad) que
poseen los complejos hacia ambos parasitos.

A pesar de que no se pudo obtener una determinacion exacta de los valores de 1Csp en
estos estudios, debido a problemas de solubilidad de los complejos en el medio de cultivo,
en todos los casos la citotoxicidad sobre ambas lineas celulares fue mayor a 20 uM. Los
complejos mostraron de moderados a buenos indices de selectividad hacia ambos
parasitos:

Los estudios de evaluacion in vitro contra T. cruzi y T. brucei, revelaron que el complejo
RuCpL3 seria el mas promisorio de los tres compuestos RuCpL. Desde el punto de vista
de la selectividad, este compuesto mostrd6 muy buena selectividad hacia T. cruzi y una
moderada a buena selectividad hacia T brucei, con valores de indice de selectividad de

>49 y >6, respectivamente.
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435 Mecanismo de accion

435.1 Generacion de especies radicalarias en T. cruzi

Como se menciond anteriormente, los ligandos 5-nitrofuril tiosemicarbazona y los
compuestos de coordinacién que contienen estos ligandos, han demostrado la capacidad
de generar especies radicalarias toxicas en Trypanosoma cruzi por la biorreduccion del
grupo nitro presente en la estructura molecular de los ligandos, mecanismo de accion
similar a uno de los postulados para el Nifurtimox [45,71]. Segun los resultados obtenidos
en los estudios electroquimicos, los complejos RuCpL tendrian capacidad de ser
reducidos a nivel del grupo nitro (incluso superior a la de los ligandos) para generar el
nitro anién radical, y en consecuencia, producir el resto de los radicales del reciclaje redox
en el interior del parasito.

Para estudiar si estas especies radicalarias son realmente generadas por los complejos en
T. cruzi, se realizaron medidas de resonancia electrénica paramagnética (EPR) en
parasitos intactos incubados con los complejo RuCpL utilizando la técnica de spin
trapping.

Se utiliz6 DMPO (N-oxido de 5,5-dimetil-1-pirrolina) como atrapador de especies
radicalarias de cortos tiempos de vida, y se identific en los espectros de EPR las sefiales
de los aductos de espin de cada radical atrapado. Como se detalld en el capitulo 3, los
complejos se incubaron con epimastigotas de T. cruzi y el atrapador DMPO, y
posteriormente se registraron los espectros de EPR. En la figura 4.26 se muestra, como
ejemplo, el espectro de EPR experimental (linea negra) obtenido luego de la incubacién
con el complejo RuCpL3, y el espectro simulado (linea roja) a partir de las constantes de

acoplamiento hiperfino de los aductos de espin identificados.
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Figura 4.26: Espectro de EPR experimental (linea negra) y simulado (linea roja) obtenido

luego de minutos de incubacion del complejo [Ru'"Cp(PPhs)(L2)] (1 mM) con
epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) y DMPO. Se muestran las sefiales caracteristicas
de (1) aducto de espin de DMPO-nitrocompuesto, (2) aducto de espin DMPO-OH- y (3)
oxidacion DMPO y/o DMPO-OH.-.

Los tres complejos mostraron un patron similar de lineas en el espectro correspondiente
a trece lineas asociadas a tres aductos de espin. El primer aducto de espin identificado
corresponde a un patron de seis lineas ((1), figura 4.26) cuyas constantes de acoplamiento
hiperfino (an = 15,0 G y an = 22,5 G) estan de acuerdo con el atrapamiento de un radical
centrado en carbono [77]. Este aducto de espin podria relacionarse con la biorreduccién
intracelular de los complejos y la formacion de aductos radicales nitroheterociclico
carbonado-DMPO.

El segundo aducto identificado corresponde a un patrdn de cuatro lineas ((2), figura 4.26)
de intensidades 1:2:2:1 correspondiente al aducto DMPO-OH- [77]. Las constantes de
acoplamiento hiperfino (an = an = 10,5 G) y el patron de sefiales obtenido, es similar al
observado en otros aductos DMPO-OH- [78,79]. Tal como se explicd en el capitulo 2, los
radicales hidroxilos son generados en el medio celular como consecuencia de procesos
redox producidos por las enzimas nitrorreductasas presentes en el parasito.

Finalmente, el tercer patrén corresponde a 3 lineas ((3), figura 4.26) y se relaciona con la

oxidacion del atrapador y/o la rapida descomposicion del aducto DMPO-OH- [77,80].
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Es asi que mediante las medidas de resonancia electronica paramagnética y utilizando la
técnica de spin trapping, se confirmé la capacidad de los tres complejos RuCpL de
producir radicales libres en el parasito. De esta manera se puede concluir que el
mecanismo de accion antiparasitario propio de las tiosemicarbazona derivadas del 5-

nitrofuraldehido puede mantenerse en los complejos RuCpL.

4352 Interaccion con ADN

La inclusidon del fragmento organometélico {RuCp} o especificamente el centro metalico
de rutenio, podria determinar que ocurriera la interaccion con ADN, constituyéndose esta
biomolécula en un segundo blanco de accion antiparasitario. Ademas, se ha confirmado
que compuestos metalicos que incluyen las tiosemicarbazonas derivadas del 5-
nitrofuraldehido poseen afinidad por el ADN [24,25,48,50,75]. Si bien el complejo
RuCpCTZ no mostrd una interaccion relevante con la biomolécula, se realizo el estudio
de interaccion con ADN de los complejos RuCpL mediante experimentos de
desplazamiento de bromuro de etidio por medidas de fluorescencia.

Se realizo la titulacion del aducto {ADN-BE} con concentraciones crecientes de cada
complejo, entre 0 uM y 110 uM. En la figura 4.27 a se muestra el efecto del agregado del

complejo RuCpL3 sobre el espectro de emision fluorescente del aducto.
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Figura 4.27: (a) Quenching de la emision fluorescente del aducto {ADN-BE} (Aexc =510
nm) observado durante la interaccion del complejo [Ru'"Cp(PPhs)(L3)]. Un resultado
similar fue observado para todos los complejos RuCpL. (b) Intensidad relativa de

fluorescencia (%) a Aem = 594 nm al incrementar la concentracion de los complejos:
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cuadrados:  [Ru"Cp(PPhs)(L2)],  circulos:  [Ru'Cp(PPhs)(L3)], tridngulos:
[Ru"'Cp(PPhs)(L4)].

La disminucién observada de la intensidad de fluorescencia del aducto {ADN-BE} se
relaciond directamente con el aumento de la concentracion de complejo, donde el nivel
de quenching fue similar para los tres complejos. La figura 4.27 b muestra la variacion de
la intensidad relativa de fluorescencia del aducto {ADN-BE} al aumentar la
concentracion de cada complejo. En esta gréafica se observa que efectivamente la
disminucion de % IF es similar entre los tres compuestos, siendo el complejo RuCpL4
quien mostrd el mayor grado de quenching en el experimento (hasta un 60%)

La disminucion de la intensidad fluorescente que se obtuvo se puede relacionar con el
probable desplazamiento de bromuro de etidio del aducto {ADN-BE} producido por la
interaccion de los complejos RuCpL con la biomolécula. Para conocer cudl seria el
mecanismo de interacciéon entre los complejos y el ADN es necesario realizar otras
técnicas complementarias a ésta, ya que el resultado obtenido sugiere la existencia de una
interaccion pero no permite distinguir si el desplazamiento del BE ocurre como resultado
de intercalacion de los complejos RuCpL o por cambios conformacionales del ADN por
la interaccion de los complejos en otras regiones de la biomolécula. Ambos mecanismos
propuestos provocarian la eliminacion de BE del aducto lo que se refleja en la
disminucion de la intensidad de fluorescencia del aducto.

Para relacionar la diminucidn de la intensidad de fluorescencia con el grado de interaccion
entre los complejos y el ADN, se realiz6 el andlisis de Stern-volmer cuya ecuacion de
ajuste fue detallada en el capitulo 3. El ajuste de Stern-Volmer (ejemplificado con el
complejo RuCpL3 en la figura 4.28) mostro en todos los casos una desviacién positiva
de la linealidad de la ecuacién (figura 4.28 a), efecto que es cominmente observado
cuando el grado de quenching de la fluorescencia es relativamente alto [48,81]. En el
rango de bajas concentraciones de complejo, el ajuste de IFo/IF es lineal, indicando asi la
presencia de sélo un fluor6foro en el sistema en estudio. En esta zona de la gréafica se
cumple la ecuacién de Stern-Volmer (ecuacion 3.4), que permite finalmente obtener la
constante de Stern-Volmer (Ksv).

Los valores de Ksy obtenidos a partir del ajuste se resumen en la tabla 4.11. En ella se
observa que todos los complejos testeados poseen una afinidad similar por el ADN,
independientemente de la naturaleza del ligando bioactivo. Al comparar estos valores con

los reportados para otros complejos de Ru(ll) con ligandos planos, tipicos intercalantes
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del ADN, las constantes de los complejos RuCpL mostraron un nivel de interaccion mas
bajo que éstos. En particular, los complejos con los ligandos aromaéticos conjugados
bipiridina (bpy) y 1,10 fenantrolina (phen), [Ru'(bpy)(pp[2,3]p)2](ClO4). Y
[Ru"(phen)(pp[2,3]p)2](Cl104)2 (pp[2,31p = (pirido[2°,3”:5,6]pirazino[2,3-
f][1,10]fenantrolina) mostraron valores de log Ksv de 5,8 y 6,0 (se utiliza el log de Ksy

para comparar con mayor facilidad el grado de interaccion) [82].

Tabla 4.11: Constante de Stern-Volmer de los complejos [Ru''Cp(PPhs)(L)] en el estudio
de desplazamiento del BE del aducto {ADN-BE}

Complejo Ksv (M) Log Ksv
[Ru"Cp(PPhs)(L2)] 3835 3,6
[Ru"Cp(PPhs)(L3)] 5362 37
[Ru"Cp(PPhs)(L4)] 16254 4,2

(@)
20 (b) —— Linea de ajuste de Stern-Volmer
1.8 ] 1,24 //‘
164 //‘/
éo e =
w14 o 11 ///
1.2 //- y = 5362,42x + 0,995
104" R = 0,9857
1.0
0 20 40 60 80 100 120 0 10 20 30 40 50
[RuCpL3] (uM) [RuCpL3] (pM)

Figura 4.28: (a) Grafica de IFo/IF en funcién de la concentracion del complejo
[Ru""Cp(PPhs)(L3)] en todo el rango de concentraciones estudiado y (b) ajuste de Stern-
Volmer realizado para el complejo [Ru""Cp(PPhs)(L3)].

Los resultados del experimento de desplazamiento del BE del aducto {ADN-BE} para
los complejos RuCpL indican que esta biomolécula podria ser un blanco de accién en el
parasito. Sin embargo, no se observo una correlacion entre la interaccion con esta

biomolécula y la actividad antiparasitaria.
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4.2.6 Conclusiones parciales

Se obtuvieron tres nuevos complejos organometalicos con el fragmento {RuCp} vy
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido como ligandos, de férmula
[Ru"Cp(PPhs)(L)], los cuales fueron caracterizados en estado solido y en solucion. Todos
los compuestos resultaron ser activos contra la forma infectiva de T. cruzi y T. brucel,
con valores de 1Csg en el rango micromolar.

En cuanto al probable mecanismo de accion, los compuestos fueron capaces de producir
radicales libres en T. cruzi, por lo que se puede concluir que los complejos metalicos
mantendrian el modo de accion del farmacoforo 5-nitrofurano. Ademas los complejos
demostraron tener capacidad de interaccionar con el ADN, mostrando los tres
compuestos una similar afinidad por la biomolécula.

Los resultados globales apuntan a que el complejo RuCpL3 seria el mas prometedor

compuesto para realizar otros estudios.

4.4  Conclusiones generales del capitulo

Se sintetizaron cuatro compuestos organometalicos que incluyen el fragmento Ru'-n?’-
ciclopentadienilo (fragmento {RuCp}) y ligandos organicos con actividad antiparasitaria
(ligandos bioactivos). En particular, se sintetizd el complejo con el ligando bioactivo
Clotrimazol [Ru"Cp(PPhs)2(CTZ)](CFsSOs) (RuCpCTZ) y tres complejos con las
tiosemicarbazonas bioactivas derivadas del 5-nitrofuraldehido [Ru''Cp(PPhs)(L2)],
[Ru"Cp(PPhs)(L3)] y [Ru""Cp(PPhs)(L4)] (RuCpL). Todos ellos fueron caracterizados
exhaustivamente en estado sélido y en solucion utilizando técnicas que permitieron
confirmar las formulas y estructuras de los compuestos.

Con respecto a la actividad antiparasitaria, todos los compuestos {RuCp} resultaron ser
activos contra la forma infectiva de T. cruzi y de T. brucei, donde a excepcion del
compuesto [Ru''Cp(PPhs)(L4)], se observé un aumento de la actividad en comparacién al
ligando bioactivo en su forma libre. En todos los casos, se observo también una actividad
citotoxica contra T. cruzi superior a la obtenida con el farmaco tripanosomicida
Nifurtimox. Desde el punto de vista de la selectividad, los estudios en modelos de células

de mamifero revelaron que el compuesto RUCpCTZ presenta una aceptable a buena
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selectividad hacia ambos parésitos, y los complejos RuCpL presentan moderados a
buenos indices de selectividad hacia los mismos.

En el caso de RuCpCTZ se comprobd que el complejo participa de la inhibicién de la
BEM en T. cruzi (incluso inhibiendo una enzima distinta a la que inhibe el ligando libre).
Los complejos RuCpL mantendrian como mecanismo de accion antiparasitaria el
propuesto para los ligandos bioactivos, es decir la generacién de radicales libres en los
parésitos. Los estudios de interaccion con ADN como parte del mecanismo de accion dual
de los complejos revelaron una interaccion de intensidad media entre el ADN y los
complejos RuCpL. No se observo interaccion con el ADN del compuesto RuCpCTZ. Si
bien ambos grupos de complejos organometélicos poseen caracteristicas estructurales
comunes, al parecer el ligando bioactivo y la estructura global del compuesto juegan un
papel primordial en la interaccidn con esta biomolécula.

En definitiva se sintetizaron los primeros complejos Ru'-n®-ciclopentadienilo con estos
ligandos bioactivos. Los resultados confirman la validez de la hipétesis planteada en este
capitulo. El disefio racional de complejos organometélicos mediante la modificacion de
ligandos y co-ligandos de la esfera de coordinacion del centro de Ru(ll) puede generar

complejos con propiedades fisicoquimicas y bioldgicas mejoradas.
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Capitulo 5: Compuestos organometalicos de renio(l)-
tricarbonilo, fac-{Re(CO)s}

5.1 Introduccién

En este capitulo se expone el desarrollo de un grupo de nuevos complejos
organometalicos de renio(l)-tricarbonilo, que contienen el fragmento fac-{Re(CO)s} e
incluyen en la esfera de coordinacion del metal tres ligandos bioactivos pertenecientes al
grupo de las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido (HL1, HL4 y HL5). En
este apartado se expone la sintesis y caracterizaciéon de estos compuestos, y ademas se
incluye un estudio sobre el particular comportamiento en solucién que éstos presentan.
Se realizaron medidas de propiedades fisicoquimicas de interés bioldgico y la evaluacion
in vitro sobre la forma infectiva de Trypanosoma cruzi, y se estudio la citotoxicidad en
células mamiferas modelo. Ademas, se realizaron estudios sobre el probable mecanismo

de accidn antichagéasico de dichos complejos.

El renio es un elemento metalico de la tercera serie de transicion d de configuracion
electrénica [Xe]4f*45d%6s?. Este elemento quimico posee varios estados de oxidacion, que
van desde -1 al +7, los cuales pueden convertirse unos en otros mediante reacciones de
Oxido reduccion. Por esta razdn es necesario controlar cuidadosamente las condiciones
experimentales de sintesis para la obtencién de compuestos con un determinado estado
de oxidacion, y asi evitar mezclas de productos y resultados no reproducibles. Los
estados de oxidacién mas elevados del renio son estabilizados por ligandos dadores =
como 02, NR%, N* y F~, como por ejemplo el anién perrenato (ReOs) que es la forma
quimica mas estable del renio en solucion acuosa. El estado de oxidacion (I) es
estabilizado por ligandos haluro y ligandos aceptores w, como fosfinas terciarias o
carbonilos. Los compuestos de coordinacion clasicos con este estado de oxidacién
(configuracion electronica d®) son generalmente complejos octaédricos de bajo espin [1].
Se han sintetizado numerosos complejos de Re(l) con diferentes ligandos [2], Yy
especificamente, existe una gran variedad de estos complejos que incluyen el fragmento
organometalico fac-{Re(CO)s}. Este fragmento se caracteriza por poseer un centro

metalico de Re(l) inmerso en un entorno geometrico octaédrico, el cual estd unido a tres
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ligandos carbonilo ubicados en una estereoisomeria facial (fac), es decir, los tres ligandos

CO estén ubicados en la misma cara del octaedro (figura 5.1).

CO

Figura 5.1: Estructura del fragmento fac-{Re(CO)z}.

Los carbonilos son ligandos aceptores © que estabilizan complejos de metales en bajo
estado de oxidacion. Estas caracteristicas electronicas hacen que la estructura del
fragmento organometélico fac-{Re(CO)s} sea bastante estable, facilitando Ia
coordinacion de otros ligandos en los otros sitios vacantes del octaedro (sitios X, Y y Z,
figura 5.1). El ligando carbonilo se caracteriza por ser un ligando dador sigma débil y
fuerte aceptor = [3]. EI HOMO del carbonilo, localizado sobre el C, permite la formacion
del enlace sigma con el &tomo metalico (dador o débil), favoreciendo la geometria lineal
Re-C-O. El LUMO de CO es un orbital ©*, que puede solaparse con los orbitales d de
simetria adecuada del metal. Esta interaccion conduce a una deslocalizacion electronica
desde los orbitales d llenos del metal hacia los orbitales n* vacios del ligando CO (aceptor
7) .Este proceso, llamado retrodonacion, contribuye a aumentar la fuerza del enlace M-C

y a debilitar el enlace C-O [3,4].
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Figura 5.2: Interaccion de orbitales de frontera del centro metalico Re(l) y el ligando

carbonilo.

Los complejos del tipo [Re'X(CO)s] (X = ClI, Br o I) han sido ampliamente utilizados
como precursores de compuestos inorganicos que incluyen al fragmento organometéalico
fac-{Re(CO)s}. Estos precursores permiten obtener dos tipos de estructuras
caracteristicas, siempre con isomeria facial. Como se muestra en el esquema de la figura
5.3, se pueden incluir ligandos cis bidentados al fragmento [Re!'(CO)sX], o ligandos
tridentados al fragmento [Re(CO)s]*. En ambos casos los ligandos carbonilo ubicados en
posicion cis en el precursor (de color rojo en el esquema), pueden ser cuantitativamente

reemplazados por ligandos donores ¢ [5-9].
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Figura 5.3: Reactividad de [Re'X(CO)s]

Si bien hoy en dia estos complejos precursores existen de forma comercial, a mediados
de siglo varios autores plantearon métodos sintéticos para la obtencidén de éstos, y
consecuentemente disefiar nuevos compuestos. El primer acercamiento fue realizado por
Hieber en el afio 1939, quien mediante calentamiento de ReCls, ReCls 0 K2ReClg, en
presencia de polvo de cobre y a una presion de 200 atm de CO, obtuvo el compuesto
[Re!CI(CO)s]. Ademas, utilizando condiciones similares de sintesis y el correspondiente
haluro de Re, logré también sintetizar los complejos analogos de bromo y yodo [10]. Méas
de cincuenta afios después otros investigadores lograron sintetizar estos mismos
compuestos, pero utilizando condiciones experimentales mas suaves y rendimientos
superiores a los reportados por Hieber. Es asi que, Klahn y col. lograron obtener, con un
86% de rendimiento, el complejo [Re'CI(CO)s] mediante carbonilacion reductiva de
K2ReCls en presencia de sodio [11]. Por otro lado, Schmidt y col. sintetizaron el complejo
[Re'Br(CO)s], con un 91% de rendimiento, mediante reaccion entre [Rez(CO)1q] Y Br2
[12] (procedimiento utilizado en este Trabajo de tesis que fue detallado en el capitulo 3).
En este Gltimo caso, los autores también sintetizaron los complejos anélogos con los otros
haluros, pero con condiciones experimentales mas complejas y obteniendo rendimientos
inferiores a los descritos anteriormente.

Se han sintetizado numerosos complejos organometalicos a partir del precursor fac-

[Re'Br(CO)s], todos ellos con diversas aplicaciones. Alguno de éstos son los complejos
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neutros del tipo fac-[Re'(CO)sBr(L)] (L = ligandos bidentados derivados de 1,10
fenantrolina), los cuales han presentado novedosas propiedades luminiscentes [13-16].
Otra aplicacion encontrada para este tipo de compuestos metélicos es su probable
actividad catalitica, como por ejemplo, el complejo fac-[Re'(CO)sBr(Anth-N2)] (Anth-
N2 = derivado de antraceno) caracterizado como potencial electrocatalizador del proceso
de reduccion de CO, a CO [17] y el complejo [Re'(CO)sBr(thf),] que cataliza reacciones
de cetiminas aromaéticas con aldehidos para dar derivados de isobenzofurano [18]. Desde
el punto de vista bioldgico, los complejos sintetizados a partir del precursor fac-
[Re'Br(C0)s] han mostrado una elevada estabilidad y baja toxicidad en humanos [19]. En
ese sentido, complejos fac-[Re'(CO)sBr(L)] (L = ligandos piridina-triazol o quinolina-
triazol) han sido estudiados como potenciales generadores de imagenes en células de
adenocarcinoma de colon [20].

Los dos sitios de coordinacion vacantes del fragmento fac-[Re'(CO)sBr] presentan una
elevada afinidad por ligandos con atomos donores N,S como lo son las
tiosemicarbazonas. Como se menciond en el capitulo anterior, las tiosemicarbazonas son
ligandos versatiles que pueden coordinar a iones metalicos por diferentes modos de
coordinacion, y de forma neutra o anionica [21-28]. Estas caracteristicas han permitido
obtener diferentes complejos derivados de fac-[Re'(CO)sBr] con tiosemicarbazonas, los
cuales han mostrado diferentes caracteristicas estructurales que repercuten directamente
sobre sus propiedades.

Varios complejos de formula general [Re'(CO)sBr(HL)] (HL corresponde a diferentes
tiosemicarbazonas, todas coordinando de forma protonada y por ende, actuando como
ligando neutro) mostraron la coordinacion bidentada cominmente observada para las
tiosemicarbazonas, a través del atomo de azufre tiocarbonilico y el nitrégeno
azometinico. Algunos de estos ejemplos son los complejos estudiados por Nufiez-
Montenegro y col. (figura 5.4) que lograron sintetizar este tipo de estructuras utilizando
tiosemicarbazonas derivadas del 2-etoxi-3-metoxi-benzaldehido [26], del 2-cloro-4-
hidroxi-benzaldehido [23], del 4-(metiltio)benzaldehido [29] y derivados de resorcinol
[30]. Por otro lado, si la tiosemicarbazona contiene sustituyentes que pueden actuar como
nuevos sitios de coordinacidn, es posible generar otro tipo de estructuras. Por ejemplo, la
reaccion del precursor fac-[Re!(CO)sBr] con las tiosemicarbazonas que incluyen como
sustituyente un anillo piridina, han dado como resultado estructuras del tipo
[Re(CO)s(L)], donde la tiosemicarbazona tridentada provoca la eliminacion del ligando

bromuro de la esfera de coordinacion del metal [31] (figura 5.4).
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Figura 5.4: Algunos ejemplos de complejos que incluyen el fragmento fac-{Re(CO)z}y

ligandos tiosemicarbazonas.

Algunos de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)] anteriormente mencionados presentaron un
comportamiento inusual en solucién. Estos compuestos pueden sufrir la deprotonacién
del ligando tiosemicarbazona (en el atomo de nitr6geno hidrazinico), y de forma
simultanea la labilizacién del ligando bromuro de la esfera, lo que en conjunto genera la
formacion de complejos diméricos de formula [Re'2(CO)s(L)2]. Los estudios realizados
por Nufiez-Montenegro y col. han demostrado que la evaporacion lenta del solvente de
una solucién de monémero, favorece la obtencion de monocristales del complejo
dinuclear para el estudio por difraccion de rayos X [23,26,29,30]. En todas estas
estructuras dinucleares los ligandos tiosemicarbazona coordinaron de forma bidentada a
cada centro metalico (a través del a4tomo de azufre tiocarbonilo y el nitrogeno
azometinico), y actuaron también como ligando puente u-S conectando ambos centros
metalicos de Re(l), tal como se muestra en el esquema de la figura 5.5. Ademas, se
observO que este proceso de dimerizacién puede ser acelerado al adicionar un medio
basico a la solucion del mondémero (NaOH o NaOMe). Este antecedente habia sido

previamente reportado por Carballo y col. quienes obtuvieron el primer complejo
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dinuclear Re(l)-tricarbonilo con tiosemicarbazonas bidentadas derivadas del

ferrocenilcarbaldehido a partir de la reaccion del complejo monomerico con NaOMe [32].

NHR2 =N\ _ARI
N

¢O g / CO
Q
& '.:‘\\\\ \ /
Re.

S
4¢%®\\//
R1 N

CO

NHR2

Figura 5.5: Estructura de los complejos dinucleares [Re'2(CO)s(L)z].

También se han reportado estructuras de dimeros Re(l)-tricarbonilo con ligandos
tiosemicarbazona donde los centros metalicos se encuentran unidos mediante enlaces
puentes no azufrados. Por ejemplo, utilizando tiosemicarbazonas derivadas de 2,2-
dipiridilcetona se obtuvieron los complejos dinucleares del tipo [Re'2(CO)sBr(L)] [33]
(figura 5.6), o usando 4-acetilpiridina tiosemicarbazona se obtuvieron los complejos
[Re2Bra(CO)s(HL)2]. En ambos casos, fueron las caracteristicas estructurales de las
tiosemicarbazonas las que-permitieron obtener complejos dinucleares de Re(l) sin utilizar
puente u-S [34].

‘v
I/,/,//
CcO

"'Re™ /N
OC/ \S/< Br

CO
Figura 5.6: Estructura del complejo dinuclear [Re'2(CO)sBr(L)] [33].
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La mayoria de los complejos metélicos que han incluido como ligando las
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido son compuestos mononucleares con
las tiosemicarbazonas coordinando de forma bidentada mediante el S tiocarbonilico y el
N azometinico. Sin embargo, mediante estudios de difraccion de rayos X se evidencio la
formacion de complejos diméricos en los complejos que incluyeron el fragmento
organometalico {Ru'"-p-cimeno} desarrollados por Demoro y col. [35,36]. Los complejos
de formula [Ru''z(p-cimeno)2(L)2]Cl2 y [Ru"2(p-cimeno)2(L)2](PFs)2, mostraron que las
tiosemicarbazonas coordinaron de forma bidentada hacia cada centro de Ru(ll), y a su

vez actuaron como ligando puente p-S conectando ambos iones metalicos.

5.2 Compuestos [Re'(CO)sBr(HL)]

5.2.1 Sintesis

Se sintetizaron tres compuestos que incluyen el fragmento fac-{Re(CO)s} con las
tiosemicarbazonas seleccionadas tal como se detallé en el capitulo 3 (que codificaremos
Re-(CO)s-HL). En esta serie de compuestos, se planted la sintesis con tres
tiosemicarbazonas para estudiar el efecto de la coordinacién de ligandos con diferente
sustituyente en el grupo amino terminal (R), y diferente largo de la cadena alifatica (n).
Para la obtencidn de los compuestos se hizo reaccionar [Re'Br(CO)s] con el respectivo
ligando tiosemicarbazona, HL1 (R = H, n =0), HL4 (R =fenilo,n=0) yHL5 (R=H, n
= 1), en cantidades equimolares. Todos los compuestos, de formula [Re'(CO)sBr(HL1)],
[Re!(CO)sBr(HL4)] y [Re'(CO)sBr(HL5)] (figura 5.7), se obtuvieron como solidos de
color marrén con aceptables rendimientos: para el complejo Re-(CO)s-HL1 se obtuvo un
61 % de rendimiento (36 mg), para el complejo Re-(CO)s-HL4 un 58 % (36 mg), y un 53
% de rendimiento (38 mg) para el compuesto Re-(CO)3z-HLS5.
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Figura 5.7: Estructura de los compuestos [Re'(CO)sBr(HL)].

5.2.2 Caracterizacion en estado sélido

5.221 Anadlisis elemental

La férmula quimica propuesta para cada complejo se confirmdé mediante analisis
elemental de elementos livianos carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre. El valor
porcentual obtenido de cada uno de estos elementos confirmd la formula propuesta para

cada complejo. En la tabla 5.1 se muestran los valores tedricos y experimentales.

Tabla 5.1: Resultados de andlisis elemental de C, H, N y S de los complejos
[Re'(CO)sBr(HL)].

Complejo % Cexperimental YHexperimental % Nexperimental % Sexperimental Férmula
(%Cresrico) (Y%Htesrico) (%Niesrico) (%Stesrico)
[Re'(CO)Br(HLL)] | 19,25(19,15) | 1,03(1,07) | 994(9.93) | 567 (568 | CoHsBrN:OsSRe
[Re'(CO):Br(HL4)] | 2812(28,13) | 1,59 (1,57) | 8,70(8,75) | 5,02(5,01) | CisHioBrNsOsSRe
[Re'(CO)sBr(HL5)] | 22,37 (22,38) | 1,36(1,37) | 952(9.49) | 548(543) | CuHsBrNsOsSRe

5222 Espectroscopia infrarroja

Se midieron los espectros de infrarrojo de los tres complejos en pastillas de KBr en un

rango entre 400 y 4000 cm™, se identificaron las bandas de vibracion caracteristicas de
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cada ligando y se analizaron posibles corrimientos de las bandas asociadas a los grupos
involucrados en la coordinacion.

La asignacion de las bandas caracteristicas de los ligandos tiosemicarbazonas fue esencial
para comprender el modo de coordinacion hacia el fragmento organometalico fac-
{Re(CO)s}. En la figura 5.8 se muestra, como ejemplo, el espectro de infrarrojo obtenido

para el complejo Re-(CO)z-HL1 y el del ligando HL1 libre para su comparacion.
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Figura 5.8: Espectros IR del complejo [Re'(CO)sBr(HL1)] (linea negra) y del ligando
HL1 (linea roja) en el rango entre 4000-400 cm™.

Los tres complejos mostraron un perfil espectral similar, observandose a nivel general
variaciones en los valores de nimero de onda de las bandas correspondientes a grupos
funcionales del ligando como consecuencia de la coordinacion. Como se observa en la
figura 5.8, los espectros de infrarrojo de los complejos mostraron, entre los 1900 a 2030
cm?, tres bandas intensas que no estan presenten en el espectro del ligando HL libre.
Estas bandas (en algunos casos observadas como dos bandas debido al solapamiento entre
ellas) corresponden a las vibraciones del estiramiento del enlace CO de los ligandos
carbonilo, cuyos valores de energia observados son caracteristicos del fragmento

pseudooctaédrico fac-{Re(CO)3} [7,37-41]. En base a antecedentes reportados en
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literatura, la banda de mayor energia de las tres (observada entre 2026 y 2029 cm™), fue
asignada a la vibracion en fase de los tres ligandos carbonilos (figura 5.9), y las dos
bandas de menor energia fueron asignadas a vibraciones fuera de fase: como se muestra
en la figura 5.9 [38,42].
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Figura 5.9: Espectro IR del complejo [Re!(CO)sBr(HL1)] en el rango entre 2200-1700
cm, incluyendo la asignacion de las vibraciones asociadas a los ligandos carbonilo en la

estructura del complejo

En relacion a los ligandos tiosemicarbazona, en capitulos previos se mencioné que la
coordinacion bidentada mas favorable de estos ligandos (a través del azufre tiocarbonilico
y el nitrégeno azometinico) es evidenciada en los espectros IR mediante la disminucién
de la energia de las bandas correspondientes a v(C=N) y v(C=S) [43-46]. En los espectros
de los tres complejos Re-COs-HL se observé esta misma disminucion de energia de las
bandas, lo que estaria indicando que estos ligandos coordinan también de forma bidentada
hacia este fragmento organometalico. Con respecto a la banda de vibracion del enlace

C=S, ésta no pudo ser asignada en los espectros de los complejos debido a la elevada
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complejidad en esta zona espectral, debida a la coexistencia de otras vibraciones
correspondientes a otros grupos funcionales de este mismo ligando (similar a lo
observado en los complejos RuCpL del capitulo 4) [47]. En relacion a la banda v(N-N),
se observo en todos los casos un aumento de energia de la vibracion por la coordinacion,
en concordancia con la coordinacién del ligando tiosemicarbazona a través del nitrégeno
azometinico.

Las bandas de vibracion del estiramiento del enlace (N-H), observada entre 3120 y 3250
cmen el ligando libre [48], se mantiene en los espectros de los complejos (con pequefias
variaciones de energia). Esto confirmaria que las tiosemicarbazonas no se deprotonan al
coordinar al centro metélico, y, por lo tanto, actGdan como ligandos neutros en los
complejos [Re'(CO)sBr(HL)].

La tabla 5.2 resumen los valores de energia (en cm™) de las bandas de vibracion asignadas

de los complejos y los respectivos ligandos HL.

Tabla 5.2: Bandas de vibracion de importancia de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)].

Compuesto v(C=0) v(C=N) | vs(NO2) | v(N-N) | 8(NO) + furano

HL1 - 1599 1354 1114 808
[Re'(CO)sBr(HL1)] | 2026, 1925, 1906 | 1558 1358 1129 816

HL4 - 1595 1344 1104 811
[Re'(CO):Br(HL4)] | 2026, 1958, 1914 | 1594 1347 1116 808

HL5 1610 1353 1112 810
[Re'(CO)sBr(HL5)] | 2029, 1921, 2 1561 1347 1144 813
a: Banda solapada con la sefial de 1921 cm™,

5.2.3 Caracterizacion en solucion

5231 Resonancia magnética nuclear

La caracterizacion en solucion de los complejos se realizd mediante experimentos de
resonancia magnética nuclear unidimensional (*H y 3C RMN) y bidimensional (COSY,
HSQC y HMBC). Los estudios fueron realizados a temperatura ambiente en soluciones
de cada complejo en DMSO-ds y acetona-de (dependiendo del analisis realizado). Se

numeraron los atomos del ligando tiosemicarbazona como se muestra en la figura 5.10.
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HL1:n=0 R=H
HL4:n=0 R =fenilo
HL5:n=1 R=H

Figura 5.10: Esquema de numeracion de los atomos de los ligandos tiosemicarbazonas
HL.

En relacion a los espectros *H-RMN, la figura 5.11 muestra como ejemplo el espectro del
complejo [Re!(CO)sBr(HL1)] medido en DMSO-de.

2
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Figura 5.11: Espectro *H-RMN del complejo [Re'(CO)sBr(HL1)]. Recuadro: ampliacion
del espectro entre 7,63 y 8,13 ppm.
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Los tres complejos mostraron un perfil espectral similar. Los espectros de los complejos
Re-(CO)s-HL mostraron dos sefiales con multiplicidad doblete correspondiente a los
protones del anillo furano (H2 y H3, Jun = 3,7 Hz), donde la sefial correspondiente al
proton mas cercano al grupo nitro fue la desplazada hacia menor campo magnético, de
forma similar a lo observado en los espectros de los complejos RuCpL discutidos en el
capitulo 4. Entre 7,24 y 7,91 ppm se observo el singulete correspondiente al proton
ilidénico (H7) en los tres complejos. La sefial del protdn del grupo amino terminal (H11),
solo pudo ser identificada en el espectro del complejo Re-(CO)z-HL4 mientras que para
los complejos de HL1 y HL5 (que presentan un grupo terminal NH3), no se observo la
sefial correspondiente [49] . En el espectro del complejo Re-(CO)s-HL4 se identificaron
también las sefiales correspondiente a los protones del sustituyente fenilo, observandose
un doblete atribuido a los protones ubicados en posicién orto (Ju-H = 8,0 Hz), y dos
tripletes de Ju-+ = 8,0 Hz y Ju.1 = 7,2 Hz correspondientes a los protones ubicados en
posicion meta y para, respectivamente. Como se observa en la figura 5.11, hacia valores
de bajo campo magnético se observo una sefial de baja intensidad la cual podria
corresponder al proton del nitrégeno hidrazinico (H9). Este atomo tiene caracteristicas de
proton acido, es decir, podria ser facilmente intercambiado por protones de moléculas de
agua. Al utilizar un solvente que tiene capacidad de absorber agua del ambiente, como el
DMSO-ds, este efecto de intercambio provocaria que en los espectros se observen sefiales
con muy baja intensidad o incluso que no aparezca la sefial de este proton. Para confirmar
la presencia de este proton en la estructura de los complejos, se midieron los espectros
'H-RMN de los complejos y de los ligandos HL libres utilizando acetona-ds como
solvente. En la figura 5.12 se muestran, como ejemplo, los espectros medidos del
complejo Re-COs-HL4 y del ligando HLA4.

218



—— Re-COs-HL4
HL4

O )

—

T T T T T T T T T T
115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0
8(ppm)

Figura 5.12: Espectros *H-RMN del complejo [Re'(CO)sBr(HL4)] (linea negra) y del
ligando HL4 (linea roja) medidos en acetona-de.

En acetona, todos los espectros mostraron una sefial de multiplicidad singulete
equivalente a un proton. Esta sefial es correspondiente al protén H9, cuya presencia en
los espectros confirma la monoprotonacion del nitrégeno hidrazinico en las
tiosemicarbazonas coordinadas al centro de Re(l) [35,50].

La tabla 5.3 resume los valores de desplazamientos quimicos (8) de las sehales asignadas
en los espectros, medidos en DMSO-ds y acetona-ds, de los complejos y de los respectivos

ligandos tiosemicarbazona.
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Tabla 5.3: Valores de desplazamiento quimico (8) de los espectros *H-RMN de los
complejos [Re!(CO)sBr(HL)] y de los ligandos HL medidos en solucién de DMSO-ds y

acetona-ds.
SH (ppm) Ad?
H Re-COs- Re-COs- Re-COs-
HL1 HL4 HL5 AS1/AS4/AS5
HL1 HL4 HL5
2 7,80 7,99 7,85 7,82 7,74 7,53 0,19/-0,03/-0,21
3 7,37 7,86 7,52 7,78 7,00 7,18 0,49/0,26/0,18
5 - - - - 7,00 7,24 d4/4/0,24
6 - - - - 7,00 7,80 d/4/0,80
7 7,98 7,73 8,09 7,91 7,87° 8,07 -0,25/-0,18/0,20
9 10,90° 8,93P 11,16° 11,07° 10,60° 12,48 | -1,97/-0,09/1,88
11 8,54 nd 10,20 10,04 8,34 nd d4/-0,16/¢
o-fenil - 7,54 7,57 - - 4/0,03/4
m-fenil - 7,40 7,35 - - 4/-0,05/¢
p-fenil - 7,24 7,09 - - d4/-0,15/¢
& AS= 6comp|ej0 - 6Iigando
b medido en acetona-ds
¢ solapada con una de las sefiales del NH> de HL5
d: no determinado

Como consecuencia de la coordinacion al fragmento organometalico, se observo una
variacion en los valores de desplazamiento quimicos de todas estas sefiales de los ligandos
HL.

Los experimentos de *C-RMN fueron medidos a temperatura ambiente y en soluciones

de cada complejo en DMSO-ds. La figura 5.13 muestra, como ejemplo, el espectro

obtenido para el complejo Re-(CO)z-HL1.
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Figura 5.13: Espectro 3C-RMN del complejo [Re'(CO)sBr(HL1)].

La asignacién de las sefiales de los a&tomos de carbono de los ligandos HL en los
complejos fue realizada por experimentos de acoplamiento heteronuclear *H-*C HSQC
segun la asignacién previamente realizada de los protones de esta molécula, y fueron
luego confirmadas en los espectros unidimensionales de 3C-RMN. Con respecto a los
atomos de carbono de los ligandos carbonilo, las sefiales fueron asignadas directamente
en los espectros *C-RMN segln datos espectrales de otros compuestos de Re(l)-
tricarbonilo [51,52]. En todos los espectros se observd una sefial cercana a los 180 ppm
que se atribuyd a los tres ligandos carbonilo, sin embargo, se observo otra sefial en esta
misma zona espectal que tiene relacion con el comportamiento en solucién de los

compuestos que sera discutido méas adelante.

Tabla 5.4: Valores de desplazamiento quimico (3) del espectro *C-RMN de los
complejos [Re'(CO)sBr(HL)] medidos en solucién de DMSO-ds.

dc (ppm)
¢ Re-COs-HL1 Re-COs-HL4 Re-CO3-HL5
1 150,86 151,23 152,76
2 120,89 115,12 115,40
3 115,72 118,39 129,38
4 149,75 149,10 149,88
5 - - 128,01
6 - - 124,91
7 136,11 138,63 153,46
o-fenil - 122,35 -
m-fenil - 129,01 -
p-fenil - 123,95 -
Carbonilo 185,21 183,83 178,98
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5.2.4 Comportamiento en solucién: obtencién de [Re'2(CO)es(L)2]

Para estudiar el comportamiento en solucion de los complejos, se midieron los espectros
de 'H-RMN (en solucion de DMSO-ds) a diferentes tiempos luego de la preparacion de
la solucidn. En la figura 5.14 se muestra, como ejemplo, una zona del espectro obtenido
de la solucion recién preparada del complejo Re-CO3-HL1 (to) y el espectro obtenido

luego de 24 horas.

—_—tp

—— 24 horas

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.16 8.14 8.12 8.10 808 806 804 802 800 798 796 794 792 790 7.88 786 784 782 780 7.78 776 7.74 772 7.70 7.68 7.66 7.64
3 (ppm)

Figura 5.14: Espectro *H-RMN del compuesto [Re'(CO)sBr(HL1)] medido a tiempo cero
(lineas negra) y 24 horas luego de la preparacién de la solucion en DMSO-ds (lineas

azules).

A tiempo cero, las tres sefiales observadas en esa zona (dos dobletes y un singulete)
corresponden a los protones del anillo furano y al protén ilidénico de HL1 en el complejo
[Re!(CO)sBr(HL1)], tal como fue mencionado anteriormente. Sin embargo, es posible
observar en este espectro la presencia de dos dobletes de baja intensidad a 7,90 y 8,09
ppm. El espectro medido luego de 24 horas mostréd algunos cambios en comparacién al
espectro inicial, observandose un aumento de la intensidad de los dos altimos dobletes

mencionados, y cambios en la integracion y multiplicidad de la sefial de 7,86 ppm del
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espectro inicial. Estos cambios en el tiempo indicarian que el complejo
[Re!(CO)sBr(HL1)] estaria siendo convertido en otra especie con el mismo patron
espectral en esa zona, es decir, dos dobletes y un singulete (este Gltimo superpuesto con
la sefial de 7,86 ppm).

En base a los antecedentes sefialados en la introduccion del capitulo, que aludian a la
dimerizacion observada en sistemas quimicamente relacionados, se propuso que la
especie generada con el tiempo corresponderia al complejo [Re2(CO)s(L1)2]
[23,26,29,30,32,53-57]. En el espectro medido luego de 24 horas, las sefales
correspondientes a cada compuesto (mondmero y dimero) poseen la misma relacion de
intensidades relativas. Considerando que cada sefial del dimero es equivalente a dos
moléculas de tiosemicarbazona, esta relacion de intensidades evidencia que luego de este
tiempo se encuentran en solucion un 75 % de la especie monomérica y un 25 % del
dimero. Los experimentos *H-RMN fueron medidos hasta 5 dias luego de la preparacion
de la solucidn, observandose que todos los espectros fueron similares al espectro medido
a las 24 horas, lo que indica que estas dos especies coexisten de forma estable en la
solucion.

Tanto para el complejo [Re'(CO)sBr(HL4)] como para [Re'Br(CO)3(HL5)], el estudio
con el tiempo de los espectros H-RMN también revel6 la formacion del dimero
[Re2(CO)s(L)2]. La relacion de las intensidades de las sefiales, entre las correspondientes
al monémero y el dimero, indican la existencia de un 75 % de la especie monomeérica y
un 25 % del complejo dinuclear en solucion para ambos complejos, las cuales permanecen
constantes durante los 5 dias de estudio.

Sin embargo, para el complejo [Re'(CO)sBr(HL4)] se observd un comportamiento
ligeramente diferente. La figura 5.15 muestra, como ejemplo, una zona de los espectros

'H-RMN de ese complejo medido a to y 24 horas.
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Figura 5.15: Espectros *H-RMN del compuesto [Re'Br(CO)3(HL4)] medidos a tiempo
cero (linea negra) y 24 horas luego de la preparacion de la solucion en DMSO-ds (linea

azul).

El espectro *H-RMN medido a to mostré las sefiales correspondientes a los protones del
mondémero [Re'Br(CO)s(HL4)] (sefiales marcadas con estrella en la figura 5.15), pero
ademas se observé un grupo de sefiales de menor intensidad relativa que sigue el mismo
patron espectral. En este caso, luego de 24 horas se observo la desaparicion de estas
sefiales de baja intensidad, y un nuevo grupo de sefiales con similar patron espectral fue
observado nuevamente (sefiales marcadas con triangulos en la figura 5.15). Este
comportamiento indica que las sefiales de baja intensidad que desaparecieron
corresponderian a un complejo intermediario, que posteriormente da lugar a la formacion
del dimero [Re2(CO)s(L4)2].

En base a lo mencionado en la introduccion de este capitulo, los complejos
mononucleares del tipo [Re'(CO)sX(HL)] (X = haluro, HL = tiosemicarbazonas) en
solucion de DMSO tienden a la deprotonacién del ligando HL, que a su vez induce
labilizacion del ligando halogenuro, generando una posiciéon vacante en la esfera de

coordinacion del metal. Esta posicion libre es ocupada por el atomo de azufre de la

224



tiosemicarbazona coordinada a un monomero vecino, generando asi de forma espontanea
complejos dinucleares de tiosemicarbazonato [23,26,29,30,58]. Este mismo analisis
puede ser extrapolado hacia el sistema de los complejos Re-(CO)3z-HL, que si bien no se
identificd cual seria la especie intermediaria, hemos propuesto que podria corresponder
al complejo [Re'(CO)s(DMSO)(L)]" generado por la coordinacion de moléculas de
solvente en la posicidn vacante generada por la labilizacion del ligando bromuro. En base
a todo lo expuesto, la figura 5.16 resume el proceso de dimerizacion planteado para los

tres complejos [Re'(CO)sBr(HL)] [59].
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Figura 5.16: Esquema del probable mecanismo de dimerizacion de los complejos
[Re'Br(CO)sHL].

Las tablas 5.5 y 56 resumen los valores de desplazamiento quimico de las sefiales de los
espectros *H-RMN y 3C-RMN correspondientes a los tres dimeros [Re'2(CO)s(L)2].

Tabla 5.5: Valores de desplazamiento quimico (9) de las sefiales asignadas en el espectro
de *H-RMN de los complejos [Re'2(CO)s(L)2] medidos luego de 24 horas en solucion de
DMSO-de.

Sn (ppm)
H o T ReL(CON(LD)] | A6* | [Re=(CO)(LA:] | A% | [ReACON(LE)] | AS*
2 8,09 0,29 7,82 -0,03 7,53 -0,21
3 7,90 0,53 7,78 0,26 7,18 0,18
5 ] - - 7,24 0,24
6 - - - 7,80 0,80
7 7,86 -0,12 8,07 -0,02 8,18 0,31
9 - - - - - -
11 nd - 10,28 0,08 nd -
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o-fenil - 7,56° 0,02 -
m-fenil - 7,38° -0,02 -
p-fenil - 7.15 -0,09 -

&A= Odimero - 5Iigando
b: solapada con sefiales del mondmero
nd: no determinado

Tabla 5.6: Valores de desplazamiento quimico (9) de las sefiales asignadas en el espectro

de 3C-RMN de los complejos [Re2(CO)s(HL)2 medidos luego de 24 horas en solucion de

DMSO-ds.
dc
c [Re2(CO)s(L1)2] [Re2(CO)s(L4)2] [Re2(CO)e(L5),]
1 151,42 151,82 152,80
2 122,29 115,41 117,99
3 115,48 120,21 128,72
4 150,35 149,69 150,25
5 - - 131,66
6 - - 128,56
7 138,19 141,32 157,88
o-fenil - 122,87 -
m-fenil - 129,24 -
p-fenil - 124,72 -
carbonilo 186,40 183,83 181,14
5.24.1 Espectrometria de masa

Se realizaron experimentos de espectrometria de masa en solucion de acetonitrilo de los

tres complejos [Re'(CO)sBr(HL)], para confirmar la presencia de los dimeros en solucion.

La figura 5.17 muestra, como ejemplo, el espectro de masa experimental obtenido para el
complejo [Re!(CO)sBr(HL1)] y el espectro calculado para el dimero [Re2(CO)s(L1)].

226



(a)

[ o

57

(M+H)*

=
o
o
o
O‘

9000 966.8943

968.8970
000 e

o o o
o o o
o o o
P b b PP b b i

Amplitud
bl
o
o

30007
E 964.8950 967.8972

B . 965.89p 969.9009
' y 970.8958

L0 e e I A
965 966 967 968 969 970 971 972
m/z

(b)

964

970
i |

162 ‘ 964 966 968 970 972

" m/z

974

Figura 5.17: (a) Fragmento del espectro de masas experimental de una solucion de
[Re!(CO)sBr(HL1)] y (b) Espectro simulado para el complejo [Re'2(CO)s(L1)2].

El espectro de masa de todos los compuestos mostro una distribucion isotdpica y un ion

molecular que da cuenta de la presencia en solucion del dimero [Re2(CO)s(L)2] tal como

muestra el ejemplo de la figura 5.17. La taba 5.7 resume los valores de m/z del ion

molecular identificado para cada complejo.

Tabla 5.7: Masa molecular calculada y relacion m/z de los picos obtenidos por

espectrometria de masa para los complejos [Re2(CO)s(L)].

Complejo M (tedrico) m/z (M+H)*

[Re’2(CO)s(L1)2] 966 966,39
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[Re'2(CO)s(L4)2] 1118 1118,96
[Re'2(CO)6(L5),] 1020 1020,93

5.24.2 Difraccion de rayos X en monocristal

Se obtuvieron monocristales adecuados para el estudio por difraccion de rayos X del
compuesto [Re'2(CO)s(L4)2]-2(CHs).CO mediante evaporacion lenta de una solucion de
[Re!(CO)sBr(HL4)] en acetona-ds. En la figura 5.18 se muestra un diagrama de la
estructura cristalina resuelta de este dimero, y en la tabla 5.8 se resumen los parametros
de celda, y los datos de coleccion y refinamiento para la elucidacion de la estructura de
este complejo (otros datos cristalogréficos se adjuntan en el apéndice 1 (Al)).
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Figura 5.18: Estructura cristalina del complejo [Re'2(CO)s(L4)2]. Las moléculas de

acetona de cristalizacion no fueron incluidas para una mejor visualizacion de la estructura.

Tabla 5.8: Datos cristalograficos y de refinamiento del compuesto
[Re'2(CO)s(L4)2]-2(CH3).CO.

Formula Empirica Cs6H30NsO14R€2S2
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Peso Formula 1235,22
Temperatura (K) 298 (2)
Longitud de onda (A) CuK,=1,5418
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo espacial C2/c
Dimensiones de la celda unitaria
a(A) 27,145 (5)
b (A) 12,132 (2)
c (A) 14,098 (3)
B(°) 113,37 (1)
Volumen (A% 4261,79 (14)
Z; densidad (calculado, Mg/m3) 4; 1,925
Coeficiente de Absorcién (mm-1) 12,505
F(000) 2384

Forma/ color Cristal

Prisma rectangular/ marron rojizo

Tamafio del cristal (mm3)

0,029 x 0,060 x 0,176

9-rango (°) para coleccidon de datos 3,547 a 72,249

Rango de indices de Miller -33<h<33, -14<k<14, -17<I<17

Reflexiones colectadas 36310

Reflexiones independientes 4198 [R(int) = 0,0399]

Reflexiones observadas [[>2c6(I)] 3752
Completitud (%) 99,9 (a9 =172,249°)
Correccion de absorcion multi-scan
Max. y min. de transmisién 0,7536 y 0,5021

Método de refinamiento

Matriz completa de minimos cuadrados F2

Datos / restricciones / parametros

4198/0/282

Calidad del ajuste F2

1,144

indice R final® [I>25(1)]

R1=0,0184, wR2 = 0,0437

indices R (todos los datos)

R1=0,0234, wR2 = 0,0455

*Ry=E|Fol-|Fell/Z|Fol, WRe=[EW(|Fo]>-|Fc)/ZW(|Fo| )2 "2
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El compuesto cristaliza en un sistema monoclinico con un grupo espacial C2/c. La
estructura del dimero estd compuesta por dos subunidades fac-[Re!(CO)s(L4)] unidas
mediante dos enlaces puentes p-S que conectan ambos centros metalicos. En la figura
5.19 se muestra la unidad asimétrica de este dimero, donde se observa que la estructura
de este complejo pentacoordinado es estabilizada por moléculas de acetona de
cristalizacion mediante la interaccion de enlaces de hidrogeno con el grupo amino
terminal, e interacciones mas débiles del tipo Van der Waals con el &tomo de azufre y el

sustituyente fenilo.

Figura 5.19: Estructura de la unidad asimétrica del dimero [Re'2(CO)s(L4)2]-2(CH3)2CO.

En la estructura del dimero, ambos iones metélicos se encuentran en un entorno
geométrico pseudo-octaédrico. Cada uno de ellos esta unido a tres ligandos carbonilos
con isomeria facial, y al a&tomo de nitrogeno azometinico (N8) y el azufre tiocarbonilico
(S1) del ligando tiosemicarbazona. La esfera de coordinacion del metal se completa con
el atomo de azufre tiocarbonilico del mondmero vecino (S1a). El nicleo de este dimero
(core) esta compuesto de un rectangulo asimétrico, denominado Re2Sz, que es
caracteristico de este tipo de estructuras (figura 5.20) [23,26,29,30,32,53-56]. En este
core, la asimetria del rectangulo se debe a que el atomo de azufre del ligando

perteneciente al mondmero vecino se encuentra unos 0,1 A més alejado que el azufre del
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ligando del monomero inicial. De hecho, el puente Re-S-Re es relativamente asimétrico,
de forma similar a lo reportado en otras estructuras dinucleares basadas en este mismo
tipo de interaccion [23,60,61]. Los &ngulos de enlace en el core son todos cercanos a los
90°, y la distancia Rel-Rela es demasiado grande para ser un rectangulo simétrico (>3,53
A, que corresponde al valor de la diagonal si fuese completamente simétrico), tal como
se observa en la tabla 5.9. Por otro lado, las distancias Re-C (carbonilo) se encuentran
dentro de los mismos rangos observados en otros complejos que incluyen al fragmento
fac-{Re(CO)s} [23,26,29,30,32,53-57].

Rela

Figura 5.20: Core RezS2 del complejo [Re'2(CO)s(L4)2]-2(CH3)CO y paralelogramo

formado en el centro del dimero.

Tabla 5.9: Distancias (A) y angulos (°) de enlace alrededor del centro metalico en
[Re'2(CO)s(L4)2]-2(CH3)2CO.

Distancias de enlace
Rel - C01 1,9178 (35) Rel — C02 1,9395 (35) Rel - S1 2,4490 (6)
Rel - C03 1,9274 (31) Rel — N8 2,1896 (21) Rel — Sla 2,5513 (7)

Angulos de enlace
C01-Rel-C03 | 90,09 (13) | N8—Rel-C02 | 97,21 (10) | Sla—Rel-CO01 | 172,41 (10)
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CO1—Rel—C02 | 89,35 (15) | S1—Rel—COL | 92,46 (10) | Sla— Rel— CO3 | 86,06 (10)
C02- Rel—CO03 | 87,12(13) | S1—Rel—C03 | 97,46(9) | Sla— Rel- C02 | 96,98 (11)
N8 -Rel -CO1 | 93,50 (11) | S1-Rel—C02 | 17506 (9) | Sla—Rel N8 | 89,88 (6)
N8 —Rel - CO03 | 174,39 (11) | SL-Rel—-N8 | 78,10(6) | Sla—Rel-S1 | 81,58 (2)

La coordinacion bidentada del ligando 5-nitrofuril tiosemicarbazona (a través de S1y N8)
ha sido también evidenciada por estudios de DRX en monocristal en complejos
mononucleares de Pd(Il) [50]. Ademéas, como se menciond en la introduccion del
capitulo, se obtuvieron estructuras diméricas en complejos con estos ligandos y el
fragmento organometalico {Ru'-p-cimeno}, donde la interaccion entre ambos centros
metalicos de Ru(Il) se generd también mediante puentes azufrados [35,36].

Cabe mencionar que la interaccion del dimero con moléculas de acetona de cristalizacion
favorece la formacion de la red cristalina a temperatura ambiente. La figura 5.21 muestra
el empaquetamiento cristalino en la red (vista a lo largo del eje b) donde se observa que

los dimeros se disponen como cadenas en una direccion cristalografica.

Figura 5.21: Empaquetamiento cristalino del complejo [Re'2(CO)s(L4)2]-2(CHs3)2CO.
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525 Actividad biologica

5251 Actividad contra Trypanosoma cruzi

Los tres complejos Re-(CO)s-HL fueron evaluados in vitro contra la forma infectiva
tripomastigota de Trypanosoma cruzi (cepa Dm28c). Los resultados obtenidos se
compararon con la actividad antiparasitaria de los ligandos bioactivos previamente

evaluados. En la tabla 5.10 se muestran los valores de ICso obtenidos en estos estudios.

Tabla 5.10: Actividad in vitro de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)] contra tripomastigotas
de T. cruzi (cepa Dm28c), citotoxicidad en células endoteliales (EA.hy926) y valores de

indice de selectividad (1S) calculados.

Compuesto T. cruzi EA.hy926 IS
1Cs0 (LM) 1Cs0 (1M)

[Re!(CO)sBr(HL1)] 24+0,2 36,9+0,7 15
HL1 98+1,5 > 100 >10
[Re!(CO)sBr(HL4)] 1,3+0,3 14,3+0,6 11
HL4 22,7+1,6 > 100 >4
[Re!(CO)sBr(HL5)] 2,01 +0,03 436+1,1 22

HL5 12,7+17 44,9 +£53 3

Los tres complejos resultaron ser activos contra la forma infectiva de T. cruzi, mostrando
valores de ICso en el rango micromolar. Los compuestos mostraron un incremento de la
actividad antiparasitaria de 4 a 17 veces, con respecto al correspondiente ligando
bioactivo libre. No se observo una diferencia sustancial en la actividad biolégica al
modificar las caracteristicas estructurales de la tiosemicarbazona, es decir, ni al cambiar
el largo de la cadena alifatica ni al modificar el sustituyente R.

Ademas, los complejos mostraron una actividad contra .T.cruzi de 8 a 15 veces superior
a la observada para el farmaco tripanosomicida de referencia, Nifurtimox, (ICso = 20,1 +
0,8 uM) [44]. La evaluacion in vitro del precursor [Re'Br(CO)s] mostr6 una baja actividad
contra el parasito [40], por lo que se puede inferir que la unién del fragmento

organometalico fac-{Re (CO)s} con las tiosemicarbazonas bioactivas es la responsable
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de este aumento en la actividad respecto a la tiosemicarbazona libre, independientemente

del tipo de tiosemicarbazona utilizada.

5.25.2 Citotoxicidad inespecifica

La selectividad de la actividad anti-T. cruzi de los complejos fue evaluada analizando la
citotoxicidad in vitro sobre células endoteliales humanas (EA.hy926), utilizadas como
células mamiferas modelo. Como se observa en la tabla 5.10, los tres complejos
mostraron de moderadas a buenas selectividades hacia los parasitos. Si bien todos los
complejos mostraron un cierto grado de toxicidad sobre las células mamiferas, en el
complejo Re-(CO)s-HL5 se observé que la inclusion del fragmento organometélico fac-
{Re(CO)3} mejord considerablemente la selectividad del ligando bioactivo hacia los

parasitos

5.2.6 Lipofilia

Se determino la lipofilia como parte del estudio de propiedades fisicoquimicas de interés
bioldgico. En particular, se utilizé como una propiedad para predecir el pasaje a través de
la membrana celular y analizar si se correlaciona con la actividad bioldgica observada
[62].

Se determind la lipofilia por cromatografia en capa fina de fase reversa (TLC-C18)
utilizada para simular los lipidos hidrofébicos de las membranas celulares o receptores
bioldgicos. Se utiliz6 como fase mdvil una mezcla metanol/DMF/buffer Tris pH 7,4
(20:20:60 v/v/v) intentando simular un medio hidrofilico.

La tabla 5.11 resume los valores de Rf medidos y los Rm calculados para los tres
complejos y sus respectivos ligandos HL medidos en las mismas condiciones

experimentales.

Tabla 5.11: Valores de Rf y Rm de los complejos Re-(COsz)-HL y de los ligandos HL
usando la fase mévil metanol/DMF/buffer Tris pH 7,4 (20:20:60 v/v/v).

Compuesto R Rwm
[Re'(CO)sBr(HL1)] 0,11 0,91
HL1 0,66 -0,29
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[Re'(CO)3Br(HL4)] 0,04 1.38
HL4 0,20 0,60
[Re'(CO)sBr(HL5)] 0,12 0,87
HL5 0,70 -0,37

Rm = logio [(1/Rf) —1]

Todos los complejos resultaron ser mas lipofilicos que las correspondientes
tiosemicarbazonas. Como se esperaba, la lipofilia de los compuestos increment6 al
aumentar la complejidad del sustituyente R en la cadena del ligando, siendo asi el
complejo Re-(CO)3-HL4 el mas lipofilico y el que presento la mayor actividad contra T.
cruzi. Sin embargo para establecer una correlacion entre la lipofilia y la actividad
biolégica observada seria necesario considerar una serie mas amplia de compuestos

estructuralmente relacionados.

5.2.7 Mecanismo de accion

52.7.1 Generacion de especies radicalarias en T. cruzi

Como para todos los complejos que incluyen como ligandos las tiosemicarbazonas
derivadas del 5-nitrofuraldehido, se estudi6 la capacidad de los complejos Re-(CO)s-HL
de generar EROS en los parésitos de T. cruzi. Utilizando la técnica de spin trapping
[63,64], se realizaron medidas de resonancia electronica paramagnética (EPR) en
parasitos intactos que fueron incubados con los complejos Re-(CO)s-HL, y se afiadid
DMPO como atrapador de especies radicalarias de cortos tiempos de vida. A diferencia
de lo comunmente observado en todos los sistemas anteriormente estudiados, por primera
vez no se observaron sefiales en los espectros de EPR de los parasitos tratados con cada
uno de los compuestos. Este resultado evidencia que la generacién de radicales libres no

seria un probable mecanismo de la actividad antiparasitaria observada.

5.2.7.2 Efecto sobre el consumo de oxigeno de T. cruzi

Antecedentes bibliogréaficos, incluyendo los ligandos bioactivos HL y complejos que

incluyen a estos ligandos, sefialan que la biorreduccién intracelular y la consecuente
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generacion de estrés oxidativo en T. cruzi tienen un efecto directo sobre el consumo de
oxigeno de los parasitos. En particular, la participacion de éstos en el proceso de reciclaje
redox genera un aumento de la velocidad de consumo de oxigeno de los parasitos
[43,49,50,65].

Se estudid la velocidad de consumo de oxigeno de los parésitos de T. cruzi en presencia
de los complejos de Re-(CO)s-HL. Se trataron epimastigotas de T. cruzi con una
concentracion 40 uM de cada complejo (disuelto en DMSO) y se registro la concentracion
de oxigeno en el tiempo a 28°C, segun lo descrito en la seccion experimental del capitulo
3. En la figura 5.22 se muestra, como ejemplo, la grafica obtenida en el estudio del
complejo Re-(CO)s-HL4.

- Parésitos

Re-CO_-HL4
'/ 40uM

435nm O,

- N
12 min * 83.2% inhibicién

Figura 5.22: Efecto del complejo [Re'(CO)sBr(HL4)] sobre la velocidad de consumo de

oxigeno en la respiracion de los paréasitos de T. cruzi.

A partir de las pendientes de las gréaficas de concentracién de oxigeno [O2] en funcién del
tiempo (antes y después del agregado del complejo), se obtuvo la variacion porcentual
total de la velocidad de consumo de oxigeno en los parasitos. La variacion observada fue
comparada contra parasitos tratados sélo con DMSO (control). Los resultados se resumen
en la tabla 5.12.
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Tabla 5.12: Efecto de la adicion de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)] sobre el consumo de

oxigeno en epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c)

Compuesto Disminucién del consumo de

oxigeno (%) respecto al

control
[Re!(CO)sBr(HL1) 3,7
[Re'(CO)sBr(HL4) 83,2
[Re'(CO)sBr(HL5) 12,3

Los resultados obtenidos revelaron, en todos los casos, una disminucion de la velocidad
de consumo de oxigeno en los parésitos luego de ser tratados con los complejos.
Considerando estos resultados, y en conjunto con la falta de generacion de EROS
observada en los experimentos de EPR, se podria deducir que los complejos fac-
[Re!(CO)sBr(HL)] tendrian un mecanismo de accion antichagasico diferente a lo

esperado, y que estaria relacionado con la inhibicion de la respiracion mitocondrial.

5.2.7.3 Estudios de voltametria ciclica

Habiendo confirmado que los compuestos Re-(CO)z-HL actuarian en los parasitos por
un mecanismo de accion diferente al conocido para los ligandos bioactivos y para todos
los compuestos metalicos con estos ligandos, surge la interrogante de conocer qué
factores serian los influyentes en este inusual comportamiento. En este sentido, una
propiedad fisicoquimica relevante que permite predecir la generacion de EROS
intracelular de los compuestos, es el potencial electroquimico al cual ocurre la reduccion
del grupo nitro de las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido.

Para conocer este parametro fisicoquimico (como parte también de la caracterizacion en
solucion de los compuestos), se realizaron medidas de voltametria ciclica a temperatura
ambiente en solucion 1mM de cada complejo en DMSO. En todos los estudios se utilizd
un electrodo de carbdn vitreo como electrodo de trabajo, Ag/AgCIl como electrodo de
referencia y Pt como electrodo auxiliar. En la figura 5.23 se muestran los voltamogramas
ciclicos, medidos en la direccion catodica, obtenidos para los complejos y sus respectivos

ligandos HL.
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@ — [Rel(CO)Br(HLL)]
- - - [Re!(CO)3Br(HLS)]
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Figura 5.23: Voltamogramas ciclicos medidos en la direccion catodica para (a) los
complejos [Re'(CO)sBr(HL)] y (b) los ligandos HL. Los voltamogramas fueron medidos
a una velocidad de barrido de 100 mV/s en soluciéon 1 mM de DMSO. Los potenciales

fueron referidos al electrodo Ag/AgCl.

Los tres complejos mostraron un comportamiento electroquimico similar, observandose
tres procesos de reduccién que estan asociados al ligando tiosemicarbazona

[35,43,44,49,50]. Cercano a los -0,7 V se observd un proceso de reduccion cuasi
reversible correspondiente a la generacion del nitro anién radical (NO2") mediante

reduccion del grupo nitro (proceso I1). Hacia potenciales mas negativos, se observo un
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proceso de reduccidn irreversible (proceso Ill) correspondiente a la consecuente
reduccion al derivado de hidroxilamina [49,66]. Hacia valores de potencial menos
negativos se detectd un proceso de reduccion irreversible (proceso I) que no se observa
en los voltamogramas de los ligandos HL (figura 5.23 b). Para asignar esta sefial, y
basados en los resultados obtenidos en los estudios que confirmaron la dimerizacién que
sufren los compuestos con el tiempo, se estudié el comportamiento electroquimico
durante 24 horas luego de la preparacion de la solucion. En la figura 5.24 se muestran,
como ejemplo, los voltamogramas medidos a diferentes tiempos del complejo Re-(CO)sz-
HL1.

—1
- - - 1hora
- =24 horas

i (uA)

E (V)

Figura 5.24. Voltamogramas ciclicos medidos en una solucién del complejo
[Re!(CO)sBr(HL1)] en la direccion catddica a diferentes tiempos: tiempo cero (linea
negra), 1 hora (linea roja) y 24 horas (linea azul) después de la preparacién de la solucién.
Los voltamogramas fueron medidos a una velocidad de barrido de100 mV/s en solucion

1mM de DMSO, y los potenciales fueron referenciados al electrodo de Ag/AgCl.

El estudio electroquimico en el tiempo, mostro en los tres complejos cambios en las
intensidades relativas de las sefiales correspondientes a los procesos | y 1l. Luego de una
hora de la preparacion de la solucion, y hasta finalizado el estudio, se observo una
disminucion de la intensidad de la sefial anddica y catddica del proceso I, y de forma
simultanea, un aumento de la intensidad de la sefial del pico catddico del proceso

electroquimico I. Este resultado estaria en concordancia con la conversion en solucién
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con el tiempo de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)] en los dimeros [Re'2(CO)s(L)2]. Por lo
que esta sefial podria corresponder a la reduccion del grupo nitro de los ligandos
tiosemicarbazona en los complejos dinucleares, que como se observa en los
voltamogramas seria un proceso irreversible. De esta manera, la formacion del dimero
(que genera una disminucion de la concentracion de mondémero en la solucion) provoca
que el potencial de reduccion del grupo nitro sea menos negativo cuando se dimerizan los
compuestos. Los valores de potencial de los procesos electroquimicos seleccionados se

resumen en la tabla 5.13.

Tabla 5.13: Datos electroquimicos de los compuestos [Re'(CO)sBr(HL)] y de los ligandos
HL utilizando un electrodo de carb6n vitreo a una velocidad de barrido de 100 mV/s. Los

valores de potencial son referenciados al electrodo Ag/AgCI.

Compuesto Re!/Re!"! Cupla | Cupla Il (HL) (mon6émero)
(dimero)
Epa (V) Epc (V) Epa (V) Epc (V)
[Re'(CO)sBr(HL1)] 1,21 -0,50 -0,64 (-0,64) | -0,74 (-0,72)
[Re!(CO)sBr(HL4)] 1,19 -0,40 -0,61 (-0,62) | -0,70 (-0,70)
[Re'(CO)sBr(HL5)] 1,24 -0,43 -0,61 (-0,64) | -0,71 (-0,71)

En base a los resultados obtenidos en este Trabajo de tesis, como también en otros
sistemas desarrollados por el grupo de investigacion, los estudios de voltametria ciclica
han demostrado que la coordinacién de las tiosemicarbazonas derivadas del 5-
nitrofuraldehido a diferentes iones metalicos generan un leve desplazamiento del
potencial de reduccion del par redox nitro/nitro anion radical hacia valores menos
negativos. Esta disminucién del potencial de reduccién (en valor absoluto), genera un
aumento de la capacidad de biorreduccién intracelular de los complejos para dar especies
radicalarias toxicas en el parasito, con respecto a los ligandos libres [35,43,44,49,50]. Sin
embargo, los dimeros de Re(l) generados muestran un desplazamiento significativo del
potencial de reduccion de este proceso. Dicho valor podria encontrarse fuera de la ventana
de potencial de las enzimas que catalizan la biorreduccién de los compuestos en el
parasito. Ademas, el proceso de reduccion observado en los dimeros es irreversible, lo
que generaria que éstos no puedan participar del reciclaje redox en los parasitos. Estos
antecedentes podrian explicar la falta de generacion de EROS en los parésitos por parte
de los complejos Re-(CO)3z-HL.
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Por otro lado, el barrido hacia potenciales anddicos fue realizado sobre soluciones de cada
complejo en acetonitrilo, donde la ventana de potencial de este solvente permitid
identificar procesos de 6xido-reduccion con potenciales hasta 1,5 V (no asi con DMSO
como solvente). En la figura 5.25 se muestran los voltamogramas obtenidos en el barrido

hacia potenciales positivos de los complejos Re-(CO)s-HL.

i (WA

[Re!(CO)4Br(HL1)]

- - - [Re!(CO)4BI(HLS)]

- [Re'(CO)3Br(HL4)]

—
1.2 11 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4

E (V)

Figura 5.25: Voltamogramas ciclicos de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)] medidos en la
direccion anodica a una velocidad de barrido del00 mV/s en solucion 1mM en

acetonitrilo. Los potenciales fueron referenciados al electrodo de Ag/AgCl.

En los tres voltamogramas se observo un proceso de oxidacion irreversible, cercano a los
1,2 V, correspondiente al par redox Re(l)/Re(ll), caracteristico de compuestos del tipo
Re(l)-tricarbonilo [67,68]. Los valores de Epa, resumidos en la tabla 5.13, sefialan que la
naturaleza del sustituyente R y/o el largo de la cadena del ligando tiosemicarbazona son
relevantes para el proceso de oxidacion. Esto esta de acuerdo con lo observado en otros
complejos fac-[Re'(CO)sBr(L)] (L = ligando bidentado) donde se ha demostrado que el
potencial redox Re(l)/Re(l1) varia con la capacidad electrodonora del ligando L [67].

La dimerizacion con el tiempo de los complejos [Re'(CO)sBr(HL)] también genera un
efecto sobre este proceso de oxidacion del centro metalico. Los voltamogramas medidos

a tiempo cero, una hora y 24 horas luego de la preparacion de la solucién, mostraron un
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desplazamiento del valor de Epa hacia potenciales mas positivos (figura 5.26). Este
resultado sefiala que, al formarse la especie dinuclear el proceso de oxidacién del centro

metalico se hace menos favorable.

<
=
- - l /
254 .
r o,
304 —1{
1+, 0
_35_;1 - - - 1hora
1 -.—--24 horas
'40 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4

E (V)

Figura 5.26: Voltamogramas ciclicos medidos en una solucién del complejo
[Re!(CO)sBr(HL1)] en la direccion anddica a diferentes tiempos: tiempo cero (linea
negra), 1 horas después (linea roja) y 24 horas (linea azul). Los voltamogramas fueron
medidos a una velocidad de barrido de 100 mV/s en solucion 1mM en acetonitrilo, y los

potenciales fueron referidos al electrodo de Ag/AgCl.

5.2.8 Conclusiones

Se sintetizaron tres nuevos compuestos de coordinacién que incluyeron al fragmento
organometalico fac-{Re(CO)s} y tiosemicarbazonas bioactivas derivadas del 5-
nitrofuraldehido. Se obtuvieron los compuestos con buenos rendimientos. Estos fueron
caracterizados por diferentes técnicas analiticas que confirmaron la naturaleza de estos
complejos mononucleares neutros de formula [Re'(CO)sBr(HL)]. Los estudios sobre el
comportamiento en solucion de estos compuestos, realizados mediante resonancia

magnética nuclear, espectrometria de masa, difraccion de rayos X de monocristal y
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estudios de voltametria ciclica, confirmaron que éstos dimerizan con el tiempo
convirtiéndose en especies dinucleares de formula [Re'2(CO)s(L)-].

Los complejos fac-[Re!(CO)sBr(HL)] mostraron actividad citotoxica sobre la forma
infectiva de Trypanosoma cruzi, con valores de ICso en el rango micromolar. Ademas,
mostraron de moderadas a buenas selectividades hacia los parasitos. Los complejos Re-
(CO)s-HL mostraron una actividad de 8 a 15 veces superior a la del f&rmaco de referencia
Nifurtimox, y de 4 a 17 veces superior a la actividad antichagésica de los ligandos
tiosemicarbazona libres.

Se confirmo que el mecanismo de accion propio del ligando bioactivo no se mantiene en
los complejos Re(l)-tricarbonilo, por lo que la generacion de EROS en los parasitos no
formaria parte del mecanismo de accién anti-T.cruzi. Los estudios confirmaron que esta
particularidad se debe probablemente al potencial de reduccion del grupo nitro y a la
irreversibilidad de este proceso en las especies diméricas generadas en solucion. De esta
manera, el mecanismo de accién antiparasitario propuesto para los complejos fac-
[Re!(CO)sBr(HL) estaria relacionado con la inhibicion de la respiracion mitocondrial de
T. cruzi observada a partir de la disminucion de la velocidad del consumo de oxigeno de

los parasitos por efecto de los complejos.
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Capitulo 6: Compuestos de Pd(I1) y Pt(I1) con el coligando
1,1 bis-difenilfosfino feroceno, {M(dppf)}

6.1 Introduccion

En este capitulo se presenta el desarrollo de una nueva serie de compuestos
organometalicos que incluyen el fragmento M"-1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno
(fragmento {M(dppf)}), donde M = Pd o Pt, y ligandos bioactivos contra parasitos
tripanosomatidos, seleccionandose en particular el ligando N-O6xido de 2-
mercaptopiridina (Hmpo) y cuatro tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido
(HL). En este capitulo se aborda la sintesis y caracterizacion de estos compuestos, y el
estudio de algunas propiedades fisicoquimicas de interés bioldgico. Se evalud la actividad
in vitro contra los parasitos tripanosomatidos T. cruzi y T. brucei, y se estudid la
citotoxicidad en células mamiferas modelo como parte del andlisis de la selectividad de
la actividad antiparasitaria. Se realizaron también estudios para dilucidar el mecanismo
probable de accién antiparasitario, relacionados con cambios redox en los parasitos
tripanosomatidos y con la interaccién con ADN, y se incluy6 un estudio de interaccion
con albumina sérica bobina como modelo de proteina transportadora de farmacos del
sistema circulatorio mamifero. Para una mejor comprension, este capitulo fue dividido en
dos partes, la primera de ellas relacionada con los complejos con el ligando Hmpo, y la

segunda relacionada con los complejos con las tiosemicarbazonas bioactivas.

El paladio y el platino son metales de las series 4d y 5d, respectivamente, y pertenecen al
mismo grupo del sistema periddico. Estas caracteristicas hacen que estos elementos
tengan importantes similitudes quimicas. Ambos tienen la capacidad de formar
compuestos de coordinacion con diferentes estados de oxidacion, siendo los mas comunes
los estados de oxidacién Il y IV. Sin embargo, también pueden presentar estado de
oxidacion | y 1l (donde hay involucrados enlaces M-M) y estado de oxidacion 0 (donde
estan presentes ligandos PR3, CO u otros acidos-r con formacion de cluster) [1].

La mayoria de los complejos de paladio y platino presentan el estado de oxidacion I, con
una configuracion d® y un entorno geométrico plano cuadrado alrededor del cation
metalico, generando asi compuestos diamagnéticos. Ambos iones poseen la tendencia de

formar compuestos neutros de estequiometria MX:L, (X = ligando anidnico
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monodentado y L = ligando donor neutro) que pueden encontrarse en configuracion cis o
trans. Sin embargo, también se pueden encontrar complejos i6nicos con otras
estequiometrias como ML4?*, MLsX*, MLX3", MX4? u otras. Los iones M(Il) (M =Pd o
Pt) generalmente muestran una baja afinidad por atomos donores duros como el fluor u
oxigeno, y poseen una mayor preferencia por ligandos halogenuro mas pesados, ligandos
azufrados y ligandos aceptores n. La diferencia mas notoria entre estos iones metalicos
radica en la velocidad relativa de sustitucion, donde se ha encontrado que los complejos
de paladio (II) experimentan reacciones de sustitucion 10° veces mas rapidas que
complejos analogos de platino [2].

Por otro lado, el descubrimiento y elucidacion estructural del ferroceno ha marcado el
punto inicial para el desarrollo de la quimica organometalica moderna. Esta molécula
posee la formula general M(n°-Cp). caracteristica de los metalocenos, donde Cp =
ciclopentadienilo. Estos se caracterizan por poseer una estructura del tipo sandwich donde
el centro metalico esta situado entre dos ligandos aromaticos (o derivados) con enlaces «
(ver figura 1.6, capitulo 1) [3]. Estructuralmente, el ferroceno esta formado por dos
anillos ciclopentadienilo y un centro metalico de hierro en estado de oxidacion 1. Es un
compuesto estable que cumple la regla de los 18 electrones caracteristica de los
compuestos organometalicos [1]. En fase gaseosa los anillos ciclopentadienilo se
encuentran eclipsados (alineados en el eje de simetria principal), pero en estado solido
existen varias fases en las cuales los anillos estan paralelos, pero con orientaciones
diferentes generando diferentes conformaciones entre ellos. Este comportamiento se debe
a que la barrera de potencial para la rotacién de los dos anillos es baja, y a 298 K existen
movimientos incluso en el estado solido [3].

El ferroceno se ha utilizado como esqueleto para la formacion de numerosas moléculas
derivadas del mismo, presentando una gran variedad de posibles sustituciones en ambos
anillos Cp. Los patrones de sustitucion cominmente observados son del tipo 1-sustituidos
(sustituyentes en uno de los anillos Cp) y 1,1°- disustituidos (sustituyentes en ambos
anillos). La sustituciéon de los anillos del ferroceno se ve favorecida por la estructura
resonante que este posee, la cual le confiere la capacidad de realizar reacciones
caracteristicas de compuestos aromaticos como las reacciones de sustitucion electrofilica,
por ejemplo, la reaccion de Friedel-Crafts con anhidrido acético (o cloruro de acetilo) en
presencia de acido fosforico como catalizador [4]. El tipo y nUmero de sustituyentes que
posea el ferroceno va a generar cambios en las propiedades fisicoquimicas del mismo,
como por ejemplo, su carécter lipofilico, su reactividad y su potencial redox. Ademas,
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estas sustituciones generan cambios en las caracteristicas espectroscopicas del mismo
debido a los cambios conformacionales que generan sobre la estructura del ferroceno [5].
Desde el punto de vista de la quimica de coordinacion, las moléculas derivadas de
ferroceno han sido utilizadas como ligando en numerosos complejos metélicos [6]. Un
tipo ampliamente estudiado de estos ligandos lo integran los ferrocenil fosfino derivados
[7-9]. La capacidad de transferir las caracteristicas del grupo ferrocenilo a los complejos
resultantes, sin alterar las caracteristicas inherentes del mismo, ha ampliado su utilizacion
para el disefio de complejos metalicos aplicados como catalizadores, materiales y
farmacos. Uno de los ferrocenil fosfino derivados probablemente mejor desarrollados es
el 1,1°-bis(difenilfosfino) ferroceno (denominado dppf), sintetizado por primera vez hace
mas de cuatro décadas [10,11], aunque los estudios de su singularidad quimica
comenzaron a ser apreciados a mediados de los afios 90 [12]. Como se observa en la figura
6.1, el dppf estd formado por un fragmento de ferroceno sustituido en ambos anillos Cp
por grupos difenilfosfino (PPhz), por lo que de ahora en més cuando se haga referencia a
cada anillo Cp del dppf, en sentido estricto se haréd alusion al anillo ciclopentadienilo
fosfinado (Cp-PPhy).

P\
Ph Ph
Figura 6.1: Estructura del 1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno, dppf.

El dppf coordina principalmente a través de los atomos de fosforo, y, por lo general, no
se produce una interaccion formal ferrocenilo-metal. Solo se han reportados en la
literatura algunos complejos con este tipo de interaccion, como, por ejemplo, el complejo
[Pd"(dppf)(PPhs)](BF4)2 compuesto en el que se evidencio la presencia del enlace dativo
Fe-Pd [13].
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En relacion a la coordinacion comunmente observada para este ligando, el dppf puede
interaccionar con centros metalicos de diferentes manera. Posee la capacidad de actuar
como ligando monodentado, bidentado o puente, generando diferentes estructuras en los
complejos obtenidos (figura 6.2). Ademas, para ajustar su modo de coordinacion o aliviar
la tension impuesta por la formacidn del complejo, los anillos Cp del ligando dppf pueden
sufrir tres variaciones que se resumen en la figura 6.3: los anillos Cp pueden girar
alrededor del eje Cp(centroide)-Fe-Cp(centroide) generando diferentes conformaciones,
los anillos pueden alejarse o acercarse al centro de Fe(ll) provocando diferentes
inclinaciones del dppf, y ademaés, los atomos de fdsforo pueden divergir de la
coplanaridad con los anillos Cp generando los diferentes modos de coordinacién

previamente mencionados.

P
M—P~ p M< M—P~ N\P—M
P
Monodentado Quelato Puente abierto

/TN PP

P P /\
X P P

M M
AN

M M

\ / M M

Y M M
Quasi-puente cerrado Puente cerrado

Doble puente

Figura 6.2: Modos de coordinacion comunmente observados del ligando dppf
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(b) P
P__\_wf ___________ b —
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Doble puente
Figura 6.3: (a) Seis conformaciones ideales de dppf que surgen de la torsion
Cp(centroide)-Fe-Cp(centroide). (b) Posibles inclinaciones de los anillos Cp de dppf. (c)

Posibles inclinaciones de los &tomos de fosforo en la coordinacion de dppf.
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Todas estas diferentes conformaciones estructurales del ligando le confieren la capacidad
de adaptarse a los requerimientos geométricos y estéricos del ion metalico central.
Dependiendo del tipo de metal utilizado se pueden obtener complejos con geometrias no
comunes, como por ejemplo la geometria trigonal plana estabilizada por el dppf en el
complejo [Au'CI(dppf)2] (figura 6.4) [14], o nimeros de coordinacion superiores como
en los complejos con dppf de nimero de coordinacion siete como [W'12(CO)s(dppf)]
[15]. Estos y muchos otros ejemplos dan cuenta de la gran versatilidad del dppf como

ligando.

Ph,
(S N
Fe

3}

PPh,

[Au'Cl(dppf),])

Figura 6.4: Estructura del complejo [Au'Cl(dppf)2].

Un compuesto organometalico derivado del 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno que ha sido
ampliamente estudiado como catalizador de reacciones de acoplamiento, es el complejo
[Pd"Cl(dppf)]. La estructura cristalina resuelta de este compuesto mostré un entorno
geométrico pseudo cuadrado plano en torno al ion metalico central, donde el ligando dppf
coordina de forma bidentada a través de los &tomos de fosforo [16] (Figura 6.5).
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Figura 6.5: Estructura cristalina del compuesto [Pd"'Clx(dppf)]-CHCls. Los 4tomos de
hidrogeno del ligando dppf y la molécula de CHCIs de cristalizacion, no fueron

incluidos para una mejor visualizacion de la estructura [16].

En esta estructura los ligandos cloruro se encuentran en posicion trans a ambos grupos
fosfino lo que genera un efecto labilizador sobre ambos ligandos ClI- (efecto trans) [2],
provocando que sean facilmente sustituidos por otros ligandos para la formacion de
nuevos complejos metélicos a partir de él.

Se sintetizd también el complejo [Pt"Cl.(dppf)] cuya estructura cristalina reveld las
mismas caracteristicas estructurales que su analogo de paladio [17] generando también
su utilizacion como precursor de numerosas especies quimicas [18]. Luego del
descubrimiento de las propiedades farmacolégicas del cisplatino, ambos complejos se
utilizaron como precursores para la generacién de nuevos complejos como potenciales
farmacos. Desde el punto de vista quimico, ambos fragmentos organometalicos
{Pd(dppf)}?** y {Pt(dppf)}?** (que denominaremos genéricamente {M(dppf)}, donde M =
Pd o Pt) presentan una alta acidez de Lewis lo que les confiere una gran afinidad por
atomos donores, como N y S (bases blandas de Perason) y en menor grado por el oxigeno,
de pequefios ligandos o de biomoléculas [19]. De esta manera, utilizando este fragmento
organometalico se han sintetizado numerosos compuestos con novedosas propiedades

fisicoquimicas, las cuales han favorecido su aplicacion como potenciales farmacos por su
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elevada afinidad de interaccion con biomoléculas. Por ejemplo, los complejos cis-
[Pt''(dppf)(S)2] (S = dimetilsulfoxido o dimetilformamida) han mostrado una elevada
afinidad de interaccion con nucledsidos [18,19], o el complejo [Pd2{(C,N)-
C12HsNH2)}2(u-dppf)Cl2], que incluye un ligando intercalante del ADN Yy el fragmento
dppf y que ha mostrado una elevada actividad anticancerigena, y una gran afinidad de
interaccion con ADN y con proteinas como albumina sérica bovina (BSA) [20].

Debido a las numerosas caracteristicas comunes entre Pd(Il) y Pt(Il) mencionadas
anteriormente, se disefiaron nuevos complejos analogos con dichos centros metalicos. En
particular, en este capitulo se expone el desarrollo de nuevos compuestos organometalicos
heterobimetalicos que incluyen al fragmento {M(dppf)} con los ligandos O,S N-éxido de
2-mercaptopiridina (Hmpo) y cuatro N,S tiosemicarbazonas derivadas del 5-
nitrofuraldehido (HL).

6.1.1 Compuestos de coordinacion de Pd(Il) y Pt(ll) con el ligando N-6xido de 2-

mercaptopiridina

Los derivados de N-6xido de piridina son compuestos heterociclicos cuya estructura
resonante, le confieren una elevada reactividad [21,22]. Uno de estos compuestos que ha
sido ampliamente estudiado en cuanto a su estructura y propiedades, es el N-6xido de 2-
mercaptopiridina (Hmpo). Esta molécula existe en dos formas tautoméricas, siendo la
estructura protonada en el &tomo de oxigeno la predominante. Esto esta de acuerdo con
el patron de tautomeria de las mercaptopiridinas (a-mercapto derivados de compuestos
N-heteroaromaticos) [23,24] (figura 6.6).

/
I;I SH N S
0o OH
Forma | Forma II

Figura 6.6: Formas tautoméricas del compuesto N-O0xido de 2-mercaptopiridina
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Desde el punto de vista de la quimica de coordinacion, el Hmpo es un excelente ligando,
ya que la presencia de &tomos donores, como el oxigeno del grupo N-éxido y el azufre
tiocarbonilico, le confiere una elevada afinidad por iones metélicos. EI Hmpo ha
demostrado su capacidad para actuar como ligando bidentado o monodentado con iones
metalicos del bloque d y f. En cuanto a complejos con aplicacion biolégica, se puede
mencionar al compuesto [Zn''(mpo)], utilizado como agente antifingico, cuya estructura
cristalina resuelta por DRX mostré una coordinacion bidentada de los dos ligandos mpo
[25], o el complejo de 113Sn, [Sn''(mpo)-], utilizado como marcador de plaquetas en el
plasma sanguineo para la evaluacion de posibles complicaciones tromboembdlicas [26],
que mostrd las mismas caracteristicas estructurales que su analogo de Zn(Il). En relacion
a complejos con lantanidos enfocados hacia el tratamiento del cancer, se ha resuelto la
estructura de los compuestos de formula [M"'(mpo)s(dmso)2] (M = Sm o Pr) donde el ion
metalico se encontrd coordinado a tres moléculas de mpo de forma bidentada [27-29].
En cuanto a complejos de la primera serie de transicion con este ligando, se han
sintetizados complejos homolépticos de centro metalico Cr(I11), Mn(l1), Fe(l11), Co(lll),
Ni(I1), Cu(ll) [30] y V(IV) [31,32]. En todos los casos se observd una coordinacién
bidentada del ligando. También se han reportado complejos heterolépticos de la primera
serie de transicion como [Co(mpo).L] (L = ligandos fosfinas o piridinas) [33]. Por otro
lado, se han obtenido también complejos de la segunda y tercera serie de transicion como
los complejos [Zr'V(mpo)s]-H20, [Hg"(mpo)z] y el complejo de Ru(ll), [Ru'(S-
mpo)(bpy)(tpy)](PFe) (bpy = 2,2 bipiridina y tpy = 2,2":6",2-terpiridina). Este ultimo
mostrd una coordinacién monodentada del ligando mpo a través del &tomo de azufre [34].
Cabe mencionar que los métodos de sintesis de todos estos compuestos utilizan la sal
sodica del ligando (Nampo).

En relacion a compuestos metalicos de Pd(11) y Pt(11) con este ligando, se han sintetizado
los complejos homolépticos [M''(mpo)]. El primero de ellos fue el complejo de paladio,
sintetizado por Shi y colaboradores [35], quienes a partir de PdCl> y Hmpo obtuvieron el
compuesto cis-[Pd'(mpo)2] con un 60 % de rendimiento. La resolucion de la estructura
cristalina de este compuesto reveld una coordinacion bidentada del ligando mpo y un
entorno geométrico plano cuadrado en torno al ion metalico. EI compuesto analogo de
platino se sintetizd en el afio 1983 a partir de una solucion de KoPtCls y la sal sddica del
ligando (Nampo) [36]. La estructura cristalina fue resuelta recién en el afio 2005 por Zhou
y col. [37] donde también se observé una coordinacién bidentada del ligando mpo, pero

con la diferencia que el compuesto de platino presentd una isomeria trans.
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Los compuestos [M'"(mpo)2] y [V'VO(mpo)] fueron ampliamente estudiados por nuestro
grupo de investigacion (sintetizados a partir de modificaciones de los procedimientos
experimentales originales), desde el punto de vista quimico y de su aplicacion bioldgica
[38]. A partir de los resultados obtenidos con estos compuestos, se sintetizd luego el
complejo de Au(l) [Au'2(mpo)2(PPhs)2] [39], donde se observé también la coordinacion
bidentada de los ligandos mpo. Los ultimos complejos sintetizados, y evaluados como
potenciales agentes contra Mycobacterium tuberculosis, fueron los compuestos
[Bi'"'(mpo)s], [Ga"'(mpo)s] y [Fe''(mpo)s] (este dltimo fue sintetizado por modificacion
de procedimientos previamente descritos) [40]. Los estudios estructurales de estos

compuestos confirmaron también la coordinacion bidentada en estos complejos.

6.1.2 Compuestos de coordinacion de Pd(Il) y Pt(Il) con los ligandos HL

(tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitro furaldehido)

Tal como se ha expuesto en capitulos previos, las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitro
furaldehido poseen caracteristicas quimico-estructurales que las convierten en versatiles
ligandos. En los capitulos 4 y 5 se describieron los diferentes modos de coordinacién de
éstas y otras tiosemicarbazonas en complejos metélicos de Ru(ll) y Re(l). En este
apartado, se realizara una breve descripcién de las tiosemicarbazonas como ligandos de
complejos de Pd(I1) y Pt(II).

El disefio de complejos de Pd(I1) y Pt(I1) con ligandos tiosemicarbazona se ve favorecido
por el caracter “blando” del 4&tomo de azufre de estos ligandos, lo que resulta adecuado
para la interaccion con estos iones metélicos. Luego del descubrimiento de la actividad
inhibitoria de la division celular del complejo [Pt!'Cl2(NHs)2] (conocido como cisplatino),
el desarrollo de complejos M(l1)-tiosemicarbazonas con potencial actividad antitumoral
aumentd considerablemente [41,42]. A partir de esa fecha se han desarrollado complejos
con diferentes caracteristicas estructurales, por ejemplo, complejos M(11)-TSCN (TSCN
= tiosemicarbazona tridentada) tetranucleares, dinucleares y mononucleares [43]. En
relacién a compuestos mononucleares, numerosos complejos con tiosemicarbazonas y
estos centros metalicos han sido reportados en la literatura, donde cabe mencionar los
complejos de formula [M'"CIy(HL)] sintetizados por Beraldo y col. [44] (HL=
fenilacetaldehido tiosemicarbazona), los complejos con las tiosemicarbazonas derivadas
de la 2-benzoil piridina (2Bz4DR, R = H, metilo o fenilo) de férmula general

[Pd''CI(2Bz4DR)] [45], vy los complejos con tiosemicarbazonas derivadas de la 1-

264



indanona (HL) de formula [M"Clx(HL)] y [M"(L)(HL)]CI [46]. En todos estos
compuestos se observé una coordinacion bidentada de la tiosemicarbazona a través del
nitrogeno azometinico y el azufre tiocarbonilico.

En relacion a las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido que se utilizaron en
esta parte del trabajo de tesis, también han formado parte de la esfera de coordinacién de
complejos de M(Il). Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado un numero
importante de complejos de Pd(Il) y Pt(ll) con estas tiosemicarbazonas con diversas
caracteristicas quimico-estructurales y novedosas propiedades bioldgicas. Los primeros
compuestos metalicos disefiados fueron los complejos de Pd(Il) con las ocho
tiosemicarbazonas (HL) sefialadas en la figura 2.1b del capitulo 2 con sustituyentes H,
metilo, etilo y fenilo en el N terminal. Cuatro de ellas presentan una cadena més larga
(derivados de 5-nitrofurilacroleina) que separa el grupo 5-nitrofurano de la
tiosemicarbzona. Como se resume en la figura 6.7, dependiendo de la relacion molar
utilizada entre la sal de paladio precursora y los ligandos tiosemicarbazona, se obtuvieron
dos series de compuestos de ocho miembros cada una: la primera serie de férmula
[Pd"CI>(HL)] se obtuvo cuando se utilizé una relacién molar 1:1, y la segunda serie de
formula [Pd"(L)2] se obtuvo al usar una relacion 1:2 (HL corresponde al ligando
coordinando de forma neutra, y L al ligando aniénico monodeprotonado) [47]. La
resolucion de la estructura cristalina de uno de estos compuestos confirmo la coordinacion
bidentada del ligando, a través del atomo de nitrégeno azometinico y el azufre
tiocarbonilico, y un entorno geométrico pseudo plano cuadrado alrededor del ion metalico
Pd(I1).

S
/ \ n=0,1 R=H
N R n=0,1 R = metilo

ON e Ny N n=01  R=etilo

2 o H H n=0,1 R = fenilo
Na,[PdCl,] reflujo en metanol Na,[PdCl,]
relacion molar 1:1 (Pd:L) por 2 horas relacion molar 1:2 (Pd:L)

n
O,

Cl\ / g Y \N / / \ /

Pd
~N
M J\ N/ $
N NN R [PA(L),y]
[PACL(HL)] N . N

Tz

Figura 6.7: Esquema general de la sintesis de los complejos [Pd"Cl2(HL)] vy [Pd"(L)]

con los ligandos HL de cadena corta y cadena larga.
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También se sintetizaron los compuestos analogos de Pt(Il) con estos mismos ligandos
[48,49].

Enfocados hacia el disefio de complejos M(Il)-tiosemicarbazonas solubles en agua,
posteriormente se incluydo el coligando hidrosoluble PTA (1,3,5-triaza-7-
fosfaadamantano) en la esfera de coordinacién de estos iones metalicos. Utilizando las
cuatro tiosemicarbazonas HL de cadena corta, se obtuvieron los complejos de formula
[M''CI(L)(PTA)], (M = Pd y Pt). En estos estudios, los resultados de los andlisis
realizados (que incluyeron célculos teoricos) confirmaron la formula propuesta de estos

ocho complejos [50].

6.2 Compuestos [M' (mpo)(dppf)](PFs)

6.2.1 Sintesis

Los complejos de Pd(Il) y Pt(Il) con el ligando N-6xido de 2-mercaptopiridina, que
codificaremos por simplicidad M-dppf-mpo, fueron sintetizados segun lo indicado en el
capitulo 3. El método de sintesis estd basado en la reaccion del respectivo precursor
[M''CI,(dppf)]-CHCI3 (M = Pd o Pt) y la sal sodica del ligando (Nampo). Los sdlidos
obtenidos en la sintesis fueron recristalizados, mediante difusion lenta liquido-liquido
CHyCly/hexano, obteniéndose cristales de color rojo para el complejo
[Pd"(mpo)(dppf)](PFs) con un 63 % de rendimiento (40 mg), y cristales de color amarillo
para el complejo [Pt"(mpo)(dppf)](PFs) con un 50 % de rendimiento (31 mg) (Figura
6.8).
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f (PF¢)

M-dppf-mpo
Figura 6.8: Estructura de los compuestos [M"(mpo)(dppf)](PFs) (M = Pd o Pt).

6.2.2 Caracterizacién en estado solido

6.2.2.1 Anadlisis elemental

A partir de la férmula propuesta para cada complejo, se calcul6 la composicién porcentual
de carbono, hidrégeno, nitroégeno y azufre. Mediante andlisis elemental de elementos
livianos, medido sobre las muestras recristalizadas, se obtuvo la composicion porcentual
experimental de cada uno de estos elementos quimicos en la muestra, y se comparé con
los valores calculados para cada complejo.

Los resultados obtenidos, resumidos en la tabla 6.1, confirmaron la férmula propuesta

para cada complejo, correspondiente a [Pd'"(mpo)(dppf)](PFs) y [Pt"(mpo)(dppf)](PFs).

Tabla 6.1: Resultados del anélisis elemental de C, H, N y S de los complejos
[M'{(mpo)(dppf)](PFe).

A %Cexperi mental %Hexperimental %Nexperimental %Sexperimental
Complejo
(%Cteérico) (%Hte()rico) (%Nteérico) (%Steo’rico)
[Pd"(mpo)(dppf](PFs) | 50,13 (50,26) 3,45 (3,46) 1,50 (1,50) 3,43 (3,44)
[Pt"(mpo)(dppf)](PFe) | 45,75 (45,90) 3,17 (3,16) 1,37 (1,37) 3,15 (3,14)
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6.2.2.2 Espectroscopia infrarroja

Tal como se indicé en los capitulos 4 y 5, la espectroscopia infrarroja fue utilizada para
identificar algunas de las bandas de vibracion caracteristicas de grupos funcionales de los
ligandos en los complejos obtenidos, y ademé&s para identificar en los espectros
corrimientos de las bandas asociadas a los grupos involucrados en la coordinacion. En la
figura 6.9 se muestra, de forma simultanea, los espectros de infrarrojo obtenidos para los
compuestos Pd-dppf-mpo y Pt-dppf-mpo. Se observa un perfil espectral similar para
ambos complejos. Analizando los espectros IR se realizo la asignacion tentativa de las

bandas caracteristicas del ligando mpo y del dppf.
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Figura 6.9: Espectro de infrarrojo del complejo [Pd'"(mpo)(dppf)](PFs) (linea negra) y del
complejo [Pt"(mpo)(dppf)]1(PFs) (linea roja) en el rango entre 4000-400 cm™™,

El espectro infrarrojo del ligando bioactivo Hmpo posee tres principales bandas de
vibracion que corresponden a v(N-O), 6(N-O) y v(C-S). La identificacion de estas bandas

en los espectros de los complejos M-dppf-mpo se realizo de forma tentativa y basada en
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asignaciones previas realizadas para estas mismas bandas en compuestos relacionados
conteniendo el ligando N-6xido de 2-mercaptopiridina [35,38,51]. En la tabla 6.2 se
resumen los valores de energia (en cm™) de las bandas de vibracion asignadas, a partir de

los espectros IR, de los complejos M-dppf-mpo y de la sal sédica Nampo.

Tabla 6.2: Asignacion de las bandas de los espectros IR de ligando Hmpo (sal sédica),
[Pd"(mpo)(dppf)](PFe) y [Pt"(mpo)(dppf)](PFe).

Asignacion Nampo Pd-dppf-mpo | Pt-dppf-mpo
v (N-O) 1263 1246 1252
6 (N-O) 834 a a
v (C-S) 706 694 694
v (M-O) - 445 450
& Solapado con la banda de vibracion de v(P-F) del contraion PFe

Por efecto de la coordinacion se observo un desplazamiento de las bandas v(N-O) y v(C-
S) del Hmpo. El corrimiento esté de acuerdo con una coordinacion bidentada del ligando
mpo a traves del atomo de azufre y del oxigeno del grupo N-6xido [35,37,38]. La banda
correspondiente a la deformacion &(N-O) no pudo ser asignada en los espectros de los
complejos debido a que en esta misma zona espectral se observé una intensa banda
correspondiente a la vibracion v(P-F) del contraion hexafluorofosfato. Esta banda fue
observada a 834 cm™ en el espectro de Pd-dppf-mpo y a 840 cm™ en el de Pt-dppf-mpo.
Se identificd también la banda correspondiente a 8(PFg) cercana a los 560 cm™ en ambos
complejos [52]. Hacia valores de menor energia se observo una débil banda atribuida al
estiramiento metal-ligando v(M-O). Sin embargo, la banda v(M-S) no pudo ser asignada
en los espectros de los complejos ya que ésta se encuentra usualmente a valores menores
a 400 cm™ [38].

6.2.2.3 Difraccion de rayos X en monocristal

Se obtuvieron monocristales adecuados para el estudio por difraccion de rayos X en
monocristal de ambos compuestos M-dppf-mpo. Estos se obtuvieron mediante la
recristalizacion por difusion lenta liquido-liquido (CH2Cl2/hexano). En la figura 6.10 se

muestra la estructura cristalina resuelta de los dos complejos, y en la tabla 6.3 se resumen
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los datos cristalograficos relevantes para la resolucion de las estructuras, los parametros
de celda, y los procedimientos de la recoleccion de datos y resultados de refinacion (otros
datos cristalograficos se adjuntan en el apéndice 1 (A2 y A3)).

(@)
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(b)

Figura 6.10: Estructura cristalina de los complejos (a) [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) vy (b)
[Pt"'(mpo)(dppf)](PFs). Los atomos de hidrogeno y el contraion hexafluorofosfato no

fueron incluidos para una mejor visualizacion de las estructuras.

Tabla 6.3: Datos del cristal y resultados del refinamiento de la estructura de los complejos

[M"(mpo)(dppf)](PFe).

[Pd"!(mpo)(dpppf)](PFs) [Pt''(mpo)(dppf)](PFe)

Férmula Empirica Csg H2FeFe NO P3; Pd S CagHz, FeFe NO P3Pt S
Peso Férmula 931,88 1020,57
Temperatura (K) 295 (2) 295 (2)
Longitud de onda (A) MoK, = 0,7107 MoK, = 0,7107
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2i/c P2i/c
Dimensiones Celda Unitarij
a(A) 10,345 (2) 10,3631 (5)
b (A) 22,319 (3) 22,363 (1)
c (A) 17,307 (3) 17,3974 (9)
B () 106,23 (2) 106,240 (6)
Volumen (A3) 3836,6 (10) 3871,0 (3)
Z; densidad (calculado, Mg/m?3) 4;1,613 4;1,751
Coeficiente de Absorcion (mm- 1,089 4,224
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F(000) 1872 2000
Forma / color cristal Aguja/purpura Aguja/purpura
Tamario del cristal (mm3) 0,99 x 0,042 x 0,027 0,259 x 0,048 x 0,036
9-rango (°) para coleccion de daf 3,00 a 26,00 2,99 a 26,00

Rango de indices de Miller -12<h<12, -26<k<27, -21<1<21 -12<h<12, -27<k<17, -21<1<21
Reflexiones colectadas 18298 17086

Reflexiones independientes 7532 [R(int) = 0,1320] 7599 [R(int) = 0,0528]
Reflexiones observadas [I>2a6(I) 3308 5221

Completitud (%)

99,8 (a § = 26,00°

99,8 (a 9 = 26,00°)

Correccién de absorcién

Semi empirico

Semi empirico

Max. y min. de transmisior

0,9712 y 0,6707

1,000y 0,851

Método de refinamiento

Matriz completa de minimos

cuadrados F2

Matriz completa de minimos

cuadrados F2

Datos / restricciones / parametro

7532/0/478

7599/0/478

Calidad del ajuste F2

0,995

1,018

indice R final? [I>205(1)]

R1=10,0761, wR2 = 0,1348

R1=0,0452, wR2 = 0,0730

indices R (todos los datos)

R1=10,1826, wR2 = 0,1847

R1 =0,0829, wR2 = 0,0864

*Ry=X | Fo|-|Fell/Z|Fol, WRo=[EW(|Fol|Fc)Z/EW(|Fo| )7 ¥2

El estudio de difraccion de rayos X en monocristal, mostr6 que los complejos son

isomorfos, presentando ambos un sistema cristalino monoclinico y un grupo espacial

P2:/c. El isomorfismo fue atribuido debido a que ambos poseen la misma estructura

molecular y la misma distribucién de &tomos, formando la misma red cristalina.

En ambas estructuras se observo una coordinacién bidentada de los dos ligandos, y un

entorno geométrico pseudo plano cuadrado en torno al ion metélico central, con una

desviacion rms de la planaridad menor a 0,054 A. En la tabla 6.4 se resumen los valores

de distancias y angulos de enlace en torno a M(l1).

Tabla 6.4: Distancias (A) y angulos (°) de enlace alrededor de a&tomo metalico central en
los complejos [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) y [Pt"(mpo)(dppf)](PFs).

[Pd"!(mpo)(dppf)](PFs)

[Pt''(mpo)(dppf)](PFe)

Distancias de enlace

Pd-O1 2,059(6) Pt-O1 2,071(4)
Pd-P1 2,335(2) Pt-P1 2,316(2)
Pd-P2 2,240(3) Pt-P2 2,239(2)
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Pd-S1 2.293(2) Pt-S1 2.303(2)
Angulos de enlace

01-Pd-P1 174,9(2) O1-Pt-P1 175,5(1)
01-Pd-S1 84,4(2) O1-Pt-S1 84,4(1)
P1-Pd-S1 91,73(9) P1-Pt-S1 92,42(6)
01-Pd-P2 87,02) O1-Pt-P2 85,7(1)
P1-Pd-P2 97,03(9) P1-Pt-P2 97,63(6)
S1-Pd-P2 170,9(1) S1-Pt-P2 169,51(6)

El ligando N-Oxido de 2-mercaptopiridina coordind a través del atomo de azufre y el
oxigeno del N-Oxido, tal como se habia concluido del estudio de los espectros de
infrarrojo. Las distancias y angulos de enlace entre los &tomos donores y el ion metalico
central se encuentran dentro de los intervalos de valores reportados en otros complejos
con metales de transicién gque contienen al ligando mpo coordinando de forma bidentada
[25,26,33]; sin embargo, las distancias de enlace son inferiores a las observadas en los
complejos de lantanoides mencionados en la introduccion, que debido a requerimientos
estructurales de estos complejos, poseen distancias M-S ~ 2,30 A 'y M-O ~ 2,80 A
[27,28]. En comparacion a los complejos homolépticos [M'(mpo).], las distancias de
enlace M-S y M-O se encuentran también dentro de los mismos rangos de valores. En
particular, las distancias Pd-S y Pd-O en el compuesto [Pd'(mpo)] fueron de 2,242 A 'y
2,043 A, respectivamente [35] y las distancias Pt-S y Pt-O en [Pt"(mpo)] fueron de 2,270
Ay 2,007 A, respectivamente [37].

La coordinacion bidentada del ligando 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno (dppf) se efectud
a través de ambos atomos de fosforo. Las distancias de enlace M-P1 y M-P2 también se
encuentran dentro de los mismos rangos de valores observados en otros complejos que
contienen el ligando dppf coordinado de forma bidentada, y no se encontraron grandes
variaciones en estas distancias de enlace en comparacion al precursor utilizado
[M"'Clx(dppf)]. En particular, en el complejo [Pd"Cl2(dppf)] se obtuvo Pd-P1 = 2,283 A
y Pd-P2 = 2,301 A [16], y en [Pt"Clx(dppf)] fueron Pt-P1 = 2,252 Ay Pd-P2 = 2,260 A
[17]. El &ngulo de torsion del fragmento de ferroceno (angulo comprendido entre P1-
centroide de Cpzi-centroide de Cp2 -P2) fue cercano a 36° en ambos compuestos,
determinando asi una conformacion del tipo escalonada de los anillos ciclopentadienilo,

como se muestra en la figura 6.11. El ligando dppf en su forma libre y los precursores
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[M''CI2(dppf)] también mostraron este tipo de conformacion [16,53], lo que indica que
en estado solido este parametro permanece invariable al modificar el entorno quimico de

este fragmento organometalico.

Figura 6.11: Conformacion escalonada del ligando dppf en la estructura cristalina de los
complejos [M"(mpo)(dppf)](PFs).

En la figura 6.12a se muestra el empaquetamiento cristalino, en una vista perpendicular
al eje c cristalogréafico, del isomorfo Pd-dppf-mpo. En ella se observa que el complejo
cationico es neutralizado por el contraién hexafluorofosfato (PFe’). Ademas, se puede
observar que la estabilizacion y el empaquetamiento de la estructura en la red se ve
favorecido por interacciones intramoleculares e intermoleculares (figura 6.12b). En
particular, se observaron interacciones intramoleculares entre el atomo de oxigeno del
grupo N-Oxido y un dtomo de hidrégeno del anillo aromético de dppf. Por otro lado, se
observaron dos tipos de interacciones intermoleculares efectuadas entre los atomos de
hidrogeno del dppf y los atomos de nitrogeno y oxigeno del ligando N-6xido de 2-

mercaptopiridina.
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(b)

Figura 6.12: (a) Empaquetamiento cristalino del complejo [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) en una
vista perpendicular al eje ¢ y (b) Interacciones intramoleculares e intermoleculares que
estabilizan la red cristalina del complejo [Pd"(mpo)(dppf)](PFs). Algunos atomos de

hidrégeno no fueron incluidos para una mejor visualizacion de las estructuras.

6.2.3 Caracterizacion en solucion

6.2.3.1 Conductimetria

La conductividad fue medida en soluciones de concentracion 1 mM de complejo en
DMSO. Se obtuvo un valor de conductividad molar de 35 Scm?mol™* para el complejo
Pd-dppf-mpo y 33 Scm?mol™ para Pt-dppf-mpo. Estos valores se encuentran dentro del
rango reportado para electrolitos 1:1 en solucion de DMSO (rango entre 23 a 42 Scm?mol
1 [54]. La conductividad fue medida durante cinco dias luego de la preparacion de la
solucion, no observandose cambios en estos valores. Esto da cuenta de la estabilidad que

estos complejos poseen en solucion de DMSO en relacién a la posible generacion de
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especies con diferente carga por sustitucion de mpo por DMSO durante el tiempo de

estudio.

6.2.3.2 Resonancia magnética nuclear

Se realizaron experimentos de resonancia magnética nuclear unidimensional (*H, 3C y
3IP-.RMN) y bidimensional (COSY, HSQC y HMBC) los que permitieron realizar un
andlisis estructural y conformacional de los complejos en solucién. Todos estos
experimentos fueron realizados a temperatura ambiente en soluciones de DMSO-d.

En relacion a los espectros *H-RMN, los dos complejos M-dppf-mpo presentaron un
patron espectral similar, donde las sefiales observadas corresponden a los protones del
ligando mpo y del dppf (figura 6.13). La integracion y la multiplicidad de estas sefiales
estan en concordancia con la estequiometria obtenida en cada complejo. La tabla 6.5
resume los desplazamientos quimicos (8) en ppm de las sefiales de dichos espectros de

los complejos M-dppf-mpo y de ambos ligandos en su forma libre (dppf y Nampo).

(@)

8.2 8.0 7.8 7.6 74 72 70 6.8 6.6 6.4 6.2 6(6‘0) 5.8 5.6 5.4 52 5.0 4.8 4.6 44 4.2 4.0 38
ppm
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Figura 6.13: Espectro 'H-RMN de los complejos (a) [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) y (b)
[Pd"(mpo)(dppf)](PFe).

Tabla 6.5: Valores de desplazamiento quimico (5) en ppm del espectro *H-RMN de los

complejos [M""(mpo)(dppf)](PFs) y de los ligandos mpo (Nampo) y dppf.

&x (multiplicidad)(integracion)

Ligando | Protén Ligando Pd-dppf-mpo AS? Pt-dppf-mpo A3*
mpo 2 7,3I2I kzg;e @) 763(1)® 031 7,8200 (1) 0,50
3 6,74 (t) (1) 752(1)® 0,78 7570 (1) 0,83
4 6,55 () (1) 7,17 () 0,62 7,14 (1) (1) 0,59
5 7,97 (d) (1) 7,92 (d) (1) -0,05 7,92 (d) (1) -0,05
Ha 4,64 (s) (2) 0,70 4,62 (5) (2) 0,68
Cp Ho | 394 () (4) 4,80 (s) (2) 0,86 4,76 (5) (2) 0,82
(dppf) He 4,95 (s) (2) 0,68 4,78 (5) (2) 0,51
Ha | 4.27(s) (4) 3,90 (5) (2) 0,37 4,00(5) (2) -0,27
PPh: (dppf) 7,86 (M) (4) 7,81 (m) (4)
7,23 (s) (8) 7,68 (M) (12) 7,67 (M) (12)
7,34 (s) (12) 7,50 (M) (4) 7,50 (M) (4)

278



A= (8complejo - Oligando Iibre)
b Solapado con las sefiales de los protones de PPh
Multiplicidad s: singulete, d: doblete, t: triplete, m: multiplete

Para facilitar el analisis de los espectros, en la figura 6.14 se muestra el esquema de la

numeracion empleada para los protones de ambos ligandos.

(b)

Hc Hd

Figura 6.14: Esquema de numeracion empleado para (a) Hmpo y (b) dppf

Se asignaron las sefiales correspondiente a todos los protones del ligando mpo,
observandose a nivel general un desplazamiento de las sefiales hacia menor campo
magnético en comparacion al ligando libre, debido a un efecto de desapantallamiento
como resultado del retiro electronico causado por la coordinacion hacia M(I1) [38,39].
Las sefiales correspondientes a los protones del ligando dppf se observaron en dos zonas
espectrales. Hacia valores de alto campo magnético se encuentran cuatro sefiales de
multiplicidad singulete equivalentes cada una de ellas a dos protones, correspondiente a
Ha, Hb, Hc y Ha de ambos anillos ciclopentadienilo (figura 6.14); entre 7,50-7,86 ppm se
encuentran los multipletes equivalentes a los protones de los anillos aromaticos del
fragmento difenilfosfino (PPh.). Para la asignacion de estas sefiales, se efectu6 un analisis
comparativo con los espectros *H-RMN del ligando dppf libre y del respectivo precursor
[M''Cl(dppf)]. Para el andlisis se utilizé lo mencionado en la introduccidn a este capitulo
gue hace alusion a la fluxionalidad que posee el ligando dppf en solucion al formar
complejos de coordinacion; es decir, a las diferentes conformaciones que puede adoptar
el dppf para adaptarse a los distintos requerimientos geométricos del ion metalico y de
los otros ligandos que forman parte del complejo [12].

Como se muestra en la figura 6.15, el espectro *H-RMN del ligando dppf en su forma
libre posee dos sefiales de multiplicidad singulete equivalentes a cuatros protones cada

una de ellas. Estas sefiales fueron observadas a 3,94 y 4,27 ppm, y corresponden a los
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protones alfa (Ha y Hp) y beta (Ho y Hc), respectivamente, de ambos anillos
ciclopentadienilo (la nomenclatura de alfa y beta es con respecto al &tomo de carbono C-
PPh). Esta asignacion es atribuida a que, en solucion y a temperatura ambiente, ambos
anillos ciclopentadienilo son coplanares, y la libre rotacion de éstos genera que
promedialmente exista una equivalencia en los protones de ambos anillos como se

muestra en la figura 6.16a [12].

— Pt-dppf-mpo
= Pd-dppf-mpo
——  [PdClx(dppf)]
— dppf
M w AN
|
|
| |
\ | ‘

N . | -

n,
Jraw—. " Ao P M’.WVM“M‘M e g AL T VT Aoy g Ty

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.9 4.9 4.8 4.8 4.7 4.7 4.6 4.6 4.5 4.5 4.4 s ‘(1.4 ) 4.3 4.3 4.2 4.2 4.1 4.1 4.0 4.0 3.9 3.9 3.8 3.8
ppm

Figura 6.15: Espectros 'H-RMN entre 3,8 y 50 ppm de dppf, [Pd"Clx(dppf)],
[Pd"(mpo)(dppf)](PFe) y [Pt"(mpo)(dppf)](PFe).
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(@) (b)

Figura 6.16: Conformacion eclipsada y escalonada del ligando dppf.

El mismo analisis se realizé sobre ambos precursores [M"'Clz(dppf)], y se muestra como
ejemplo en la figura 6.15 el espectro *H-RMN del precursor de paladio. El espectro de
este compuesto también mostr6 dos sefiales de multiplicidad singulete a 4,25 y 4,55 ppm
que al igual a lo mencionado anteriormente, corresponden a los cuatro protones alfa y los
cuatro protones beta, respectivamente. Este resultado da cuenta que en ambos precursores
también existe una equivalencia y coplanaridad de los anillos ciclopentadienilo en la
estructura. Sin embargo, la estructura cristalina resuelta para este compuesto mostro que
los anillos ciclopentadienilo se encuentran en una conformacion escalonada (angulo 6 ~
36°), como se muestra en el esquema de la figura 6.16b [16]. Para explicar estas
diferencias, Housecroft y col. demostraron que el complejo [Pd"Cl2(dppf)] al estar en
solucion favorece la libre rotacion de los anillos ciclopentadienilo en torno al eje central
del hierro, provocando que promedialmente presenten una conformacion eclipsada, la
cual es dependiente de la temperatura. Esta libre rotacién genera que a temperatura
ambiente exista una equivalencia entre los protones Ha y Hp, y entre Hc y Hq, generando
solo dos sefiales en el espectro correspondientes a los protones alfa y beta, similar a lo
observado en el ligando libre [55]. Cabe mencionar que el desplazamiento de estas
sefiales hacia menor campo magnético, en comparacion al ligando dppf libre, da cuenta
de la coordinacion al centro metalico M(II).

En relacion a los complejos M-dppf-mpo, tal como se menciond anteriormente, los
espectros *H-RMN mostraron cuatro sefiales atribuidas a los protones Ha, Hp, He y Ha de
ambos anillos ciclopentadienilo. Realizando el mismo analisis conformacional del

ligando, el estudio mediante difraccion de rayos X mostro que los anillos Cp del dppf se
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encuentran en una conformacion escalonada (6 ~ 36°) igual a lo observado en los
precursores. Sin embargo, no se evidencio en los espectros de *H-RMN el mismo
comportamiento rotacional de los anillos de los precursores. Housecroft y col. realizaron
estudios comparativos de estos cambios conformacionales entre el precursor
[Pd"Cl2(dppf)] y [Pd"(dppf)(BsH7)] (BsH7 = ligando derivado del triborano) y sefialaron
que la presencia de ligandos voluminosos y rigidos, en los sitios de coordinacion de Pd(I1)
no ocupados por dppf, aumentan la barrera energética para esta rotacion [55]. En los
complejos M-dppf-mpo la presencia del ligando bidentado y rigido N-6xido-2-
mercaptopiridina disminuye también la libre rotacion de los anillos Cp, haciendo que sean
diferenciables estos cuatro protones en los espectros *H-RMN medidos a temperatura
ambiente.

En suma a lo anteriormente sefialado, D. Cauzzi y col. demostraron la influencia de la
temperatura sobre los cambios conformacionales de los anillos ciclopentadienilo [56]. En
estos estudios se demostrd que los anillos Cp al estar en una conformacion escalonada y
disminuir la temperatura del experimento de *H-RMN, es posible identificar los ocho
protones inequivalentes del fragmento de ferroceno, reflejado en ocho singuletes en la
zona de alto campo magnético del espectro. Los autores sefialan que al aumentar la
temperatura en el experimento, se produce una equivalencia entre Hay Ha", Ho y Hp", He
y H¢", Hay Hd™ (figura 6.17), generando que a temperatura ambiente sean observable solo

cuatro singuletes en el espectro, equivalentes a dos protones cada uno.

Figura 6.17: Conformacidn escalonada de los anillos Cp del ligando dppf.

282



Para complementar el analisis realizado, con respecto a la conformacion en solucion del

ligando dppf en los complejos M-dppf-mpo, se realizaron experimentos *H-tH COSY. En

el espectro del complejo de paladio (figura 6.18a) se observaron los acoplamientos que

confirman el patron de correlacion Ha — Hp — Hc— Ha que son concordantes con esta

rotacion de los anillos Cp, y que a su vez también esta de acuerdo con la coordinacion
bidentada del ligando dppf [55]. El espectro *H-'H COSY del complejo Pt-dppf-mpo, si

bien no mostro el acoplamiento entre Ha y Hy debido a la cercania que existe entre estas

sefiales (donde el acoplamiento entre ambas se encuentra en la diagonal del espectro), los

analisis evidenciaron el mismo comportamiento en solucion que el compuesto Pd-dppf-

mpo.
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Figura 6.18 Espectros H-'H COSY de los complejos (a) [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) vy (b)
[Pt"(mpo)(dppf)](PFe).

Continuando con el anlisis del espectro *H-RMN del ligando dppf, pero en relacion al
fragmento difenilfosfino, se observd en ambos complejos tres tripletes ensanchados
equivalentes a 20 protones en total. En comparacion al ligando dppf libre, estas sefiales
se desplazaron también hacia menor campo magnético y presentaron cambios en la
multiplicidad posterior a la coordinacion al centro metalico.

Los espectros *H-RMN de los complejos M-dppf-mpo fueron medidos luego de 24 horas
de la preparacion de la solucion, no observandose cambios en ellos (no se observaron
corrimientos ni cambios en la multiplicidad de las sefiales, como tampoco aparicién de
nuevas sefiales en el espectro). Este comportamiento da cuenta de la estabilidad que
presentan los complejos en solucion de DMSO durante el tiempo de estudio.

La asignacion de las sefiales de los atomos de carbono se realiz6 mediante experimentos
bidimensionales de *H-*C HSQC vy la asignacion previa de los espectros *H-RMN
permitio determinar las sefiales correspondientes a cada atomo de carbono enlazado al
respectivo proton. Para la identificacion del atomo C1 del ligando mpo, se realizaron
experimentos de acoplamiento *H-*C HMBC, mediante el acoplamiento a mas de un
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enlace de los protones previamente asigandos. Se observo en esta sefial un desplazamiento
hacia menores ppm como consecuencia de la coordinacion a M(Il), de forma similar a la
observada en los complejos [M(mpo)2] [38]. La tabla 6.6 resume los valores de
desplazamiento quimico (8) de las sefiales correspondientes a los atomos de carbono de

los complejos M-dppf-mpo.

Tabla 6.6: Valores de desplazamiento quimico (8) en ppm de los &tomos de carbono de
los complejos [M'"(mpo)(dppf)](PFs) y el ligando Hmpo, obtenidos de los espectros *H-
13C HSQC y H-3C HMBC. La numeracion se indica en la figura 6.14.

dc (ppm)
Ligando | Carbono Lilgi]ta)\?go Pd-dppf-mpo A&? Pt-dppf-mpo AS?
Hmpo 1 167,91 154,9 -13,01 151,8 -16,11
2 132,32 127,5 -4,82 128,2 -4,12
3 124,02 132,1 8,08 132,1 8,08
4 114,66 120,1 5,44 120,7 6,04
5 139,04 138,1 -0,94 139,1 0,06
Ca - 74,86 - 75,16 -
Co - 75,86 - 75,36 -
dppf Ce - 77,93 - 76,90 -
Cu - 75,92 - 75,88 -

Se realizaron experimentos de 3'P-RMN para ambos complejos. La figura 6.19a muestra
el espectro del complejo Pt-dppf-mpo. En estos espectros se observaron dos dobletes, a
29,3y 37,2 ppm en el complejo de Pd(I1) ya 9,98 y 21,6 ppm en el de Pt(Il) (con respecto
al patron estandar externo HaPO4 al 10%), correspondientes a los dos atomos de fosforo
del fragmento difenilfosfino del ligando dppf. Estas dos sefiales son indicativas de la
inequivalencia producida entre estos atomos al formar parte del complejo M-dppf-mpo.
En el espectro del complejo de platino, junto a cada doblete se observaron dos pequefias
sefiales (denominados satélites) que corresponden a los acoplamientos {Pt-P} cuyas
constantes de acoplamiento (Jpr J1= 1605 Hz y Jo= 18040 Hz) son indicativas de una
coordinacion cis-bidentada hacia Pt(Il) [57,58] (figura 6.19b). En ambos espectros se
observo también, cercano a los -140 ppm, un septuplete correspondiente al atomo de

fosforo del contraién PFg'.

285



(@)

T T T T T T T T
0 -80 -%0 -100 -110 - -120 -130 -140

T T T T T T T T
40 30 20 10 0 0 20 30 40 50 60 -7
&(ppm)

J> J>

T T T
-150  -160 -170

I i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0 4 %
&(ppm)

Figura 6.19: (a) Espectro *'P-RMN del complejo [Pt"(mpo)(dppf)](PFs) y (b) Sefiales

de acoplamiento {Pt-P}.
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6.2.3.3 Estudio electroquimico

El comportamiento electroquimico de los complejos M-dppf-mpo fue investigado por
medidas de voltametria ciclica. Ambos compuestos resultaron ser especies electroactivas
en las condiciones empleadas. Como se mencioné en el capitulo 3, las medidas fueron
realizadas sobre una solucion de concentracion 1 mM de cada compuesto en acetonitrilo,
utilizando un electrodo de carbon vitreo como electrodo de trabajo. En la figura 6.20 se
muestran los voltamogramas ciclicos medidos para los dos complejos en un rango de
potencial entre -2,0 y 1,5 V (referidos al electrodo Ag/AgCl), a una velocidad de barrido
de potencial de 100 mV/s.

27

i (uA)

! — Pd-dppf-mpo
-4 - i — Pt-dppf-mpo

-5 ' I ' I ' I I ' I ' 1

—
10 05 00 05 -10 -15  -20
E (V)

Figura 6.20: Voltamograma ciclico comparativo de los complejos [Pd"'(mpo)(dppf)](PFe)
y [Pt''(mpo)(dppf)](PFe).

Ambos complejos poseen un comportamiento electroquimico similar. Los valores de
potencial de los procesos electroquimicos identificados en los voltamogramas se resumen
en la tabla 6.7.
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Tabla 6.7: Potenciales electroquimicos medidos por voltametria ciclica de los complejos

[M"(mpo)(dppf)](PFs). Los valores de potencial estan referidos al electrodo de Ag/AgCI.

Compuesto Proceso | Proceso |1 Proceso 111
Epc (V) Epc (V) Epa (V) Epc (V)
[Pd"(mpo)(dppf)](PFs) -1,04 1,03 1,11 0,05
[Pt"(mpo)(dppf)](PFe) -1,47 1,02 1,10 -

En el barrido hacia potenciales positivos se observo, en ambos voltamogramas, un

proceso de oxidacion reversible (proceso I1) correspondiente a la oxidacion del par redox
Fe(I1)/Fe(111) del fragmento de ferroceno del ligando dppf [18,59,60]. En ambos sistemas

la diferencia entre el potencial del pico catodico y anddico (AEp) fue cercana a 0,059/n

voltios (n = ndmero de electrones transferidos en el proceso redox), lo que segun la

ecuacion de Nerst es indicativo de un mecanismo reversible de transferencia de un

electron [61-64]. Para confirmar la reversibilidad del proceso de oxidacion del ligando

dppf en los complejos M-dppf-mpo, se evalud esta cupla redox a diferentes velocidades

de barrido (entre 50 y 500 mV/s) en un rango restringido de potencial (figura 6.21).
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Figura 6.21: Voltamograma ciclico a diferentes velocidades de barrido en un rango de
potencial entre 1400-700 mV del compuesto (a) [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) y (b)

[Pt''(mpo)(dppf)](PFe).

En ambos casos no se observaron variaciones en los valores de potencial (Epa Y Epc) al
modificar la velocidad de barrido. Ademas, para a cada velocidad de barrido estudiada la
relacion de ip/v? permaneci6 invariante y la relacion ipa/ipc fue cercana a uno en todos los

casos. Se observo una relacion lineal entre ipy v/ (figura 6.22), lo que sefiala también la
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reversibilidad del proceso segun lo indicado en la ecuacion de Randles-Sevcik (ecuacion

6.1) [64]
i, = (2,69 10°)n3/2ADY /2 Cv'/? Ec.6.1

ip = Corriente del pico a cada velocidad de barrido (A)
n = Numero de electrones transferidos

A = Area del electrodo (cm?)

D = Coeficiente de difusion (cm?/s)

C = Concentracion (mol/cm?)

v = Velocidad de barrido (mV/s)
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Figura 6.22: Grafica representativa de la ecuacion de Randles-Sevcik para el complejo
(a) [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) y (b) [Pt"(mpo)(dppf)](PFe). Los valores de n, A, Dy Cen la

gcuacion son constantes en ambos sistemas.

En el barrido hacia potenciales negativos se observé un proceso de reduccion irreversible
asociado al ion metalico central M(I1) (proceso 1), observado a -1,04 V en el complejo de
paladio y -1,45 V en el complejo de platino (referido al electrodo Ag/AgCl). En el
complejo Pt-dppf-mpo se observo que la intensidad del pico catddico de este proceso fue

aproximadamente dos veces superior a la intensidad de corriente del proceso de oxidacién
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Fe(I1)/Fe(111) del ligando dppf, lo que indicaria que la reduccién irreversible del centro
metalico involucra el doble nimero de electrones que el proceso Il. Sin embargo, el
complejo Pd-dppf-mpo mostro la misma relacion de intensidad entre estas dos sefiales, lo
que indica que en ambos procesos redox se transfiere la misma cantidad de electrones (n
=1). El comportamiento observado es similar a lo reportado en los complejos [M'"(mpo)-]
donde tambien fue identificada la cupla de reduccion irreversible para ambos centros
metalicos. En base a los estudios electroquimicos sobre ambos complejos homolépticos
se propuso que la reduccion irreversible del centro metéalico en cada complejo
corresponderia a Pt(I11)/Pt(0) y Pd(I1)/Pd(I) [38], concordante con lo planteado para los
complejos organometélicos estudiados en este trabajo de tesis. Ademas, Chen y col.
sintetizaron y caracterizaron electroquimicamente complejos de Ni(ll), Mn(Il), Co(lll) y
Fe(lll) que contienen al ligando N-6xido de 2-mercaptopiridina, y confirmaron que el
ligando mpo genera un efecto sobre el potencial redox de estos iones metalicos debido a
la alta polarizacion del enlace N-Oxido [65]. El potencial de reduccion de este proceso fue
mas negativo en el complejo de platino que en el de paladio, lo que a su vez es similar al
comportamiento de los complejos [M"(mpo)2] [38].

El voltamograma del complejo Pd-dppf-mpo mostré una sefial cercana a los 0,0 V que
podria atribuirse a un proceso de adsorcion irreversible sobre la superficie del electrodo
de alguna especie electroactiva generada en el barrido de potencial. Este fendmeno ha

sido también observado en otros compuestos de Pd(11) [66].

6.2.4 Actividad bioldgica

6.2.4.1 Actividad antiparasitaria

Se evalug in vitro la actividad de los complejos M-dppf-mpo sobre la forma epimastigota
del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (cepa Dm28c). Se incluyé en los ensayos el
ligando bioactivo en su forma libre (en la forma de sal sédica, Nampo). En la tabla 6.8 se
muestran los valores de concentracion inhibitoria 50 % (ICso) obtenidos a partir de las

correspondientes curvas dosis-respuesta.
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Tabla 6.8: Actividad in vitro de los complejos [M'"(mpo)(dppf)](PFs) contra T. cruzi
(epimastigotas de la cepa Dm28c), citotoxicidad en células Vero epiteliales (ATCC
CCL81) y valores de indice de selectividad calculado (IS)

Compuesto T. cruzi Células Vero IS8
ICs0/ uM epiteliales
ICs0 / uM
Pd-dppf-mpo 0,64 £ 0,03 24 £12 39
Pt-dppf-mpo 0,28 £0,01 5£3 18
& IS = ICsp células Vero/ICsp T. cruzi

Los dos compuestos resultaron ser activos contra T. cruzi, con valores de ICso en el rango
submicromolar, observandose una actividad tres veces superior para el compuesto de
Pt(Il). En ambos casos se observé un aumento de la actividad antichagasica en
comparacion al ligando bioactivo Nampo (ICso = 1,33 = 0,08 uM), obteniéndose un
aumento de dos a cinco veces en el complejo de paladio y de platino, respectivamente.

El farmaco de referencia, Nifurtimox, medido previamente bajo las mismas condiciones
experimentales, mostro un valor de ICsp = 6,0 uM [67]. Comparando este valor con los
resultados obtenidos para ambos complejos, se observa una actividad contra T. cruzi 10

veces superior para el complejo de Pd(I1) y-15 veces para el complejo de Pt(I1).

6.2.4.2 Citotoxicidad inespecifica

Con el fin de obtener la mayor informacion sobre la potencialidad farmacol6gica contra
T. cruzi de los complejos organometalicos M-dppf-mpo, se evalud la citotoxicidad
inespecifica in vitro sobre células epiteliales VERO (ATCC CCL81) utilizadas como
celulas mamiferas modelo. Los valores de 1Cso obtenidos de estos estudios se muestran
en la tabla 6.8, donde se incluyen los valores de indice de selectividad (IS) calculados a
partir de los 1Cso obtenidos en ambos experimentos in vitro.

El parametro IS corresponde a la razén entre el ICso obtenido en los estudios de
citotoxicidad en celulas mamiferas modelo y el ICso de los estudios de actividad
antiparasitaria [68]. Como resultado de estos estudios, se observé que ambos complejos
poseen muy buenos indices de selectividad hacia el parasito, siendo mas selectivo el

complejo Pd-dppf-mpo.
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La evaluacion in vitro sobre epimastigotas de T. cruzi de los compuestos homolépticos
[M''(mpo)2], mostré una muy buena actividad antiparasitaria (ICso [Pd(mpo).] = 0,067
uM e ICsp [Pt(mpo)2] = 0,200 uM, cepa Tulahuen 2) [38]. Sin embargo, se observo un
incremento considerable de la selectividad hacia los paréasitos al incluir el fragmento
organometalico dppf (IS [Pd(mpo).]: 4,9 e IS [Pt(mpo)2]: >10).

Estos resultados demuestran que, en todos los casos (complejos homolépticos y
heterolépticos-organometélicos), la coordinacion del ligando bioactivo N-6xido de 2-
mercaptopiridina al i6n metalico M(Il) incrementa la actividad contra T. cruzi. Pero
ademas, se puede concluir que, la inclusion del fragmento organometalico dppf provoca
una disminucién de la toxicidad inespecifica de los compuestos, favoreciendo la

selectividad hacia los parésitos.

6.2.5 Mecanismo de accion

6.2.5.1 Inhibicion de la enzima NADH-fumarato reductasa de

Trypanosoma cruzi

Como se explicé detalladamente en el capitulo 2, el compuesto N-6xido de 2-
mercaptopiridina (Hmpo) afecta todas las etapas del ciclo bioldgico de T. cruzi, siendo su
principal blanco de accion la enzima TcFR [69]. Este antecedente, junto a los trabajos
previamente realizados por el grupo con compuestos de coordinacion clasicos con mpo
como ligando [38,39], motivan el estudio de la influencia que tendria la inclusién del
fragmento organometalico {M(dppf)} sobre la inhibicién de esta enzima.

En el primero de los experimentos realizados, se estudié el efecto de los complejos sobre
la actividad de la NADH-fumarato reductasa a una dosis fija de 28 uM. Bajo las
condiciones ensayadas, donde se trataron extractos proteicos crudos de epimastigotas de
T. cruzi con el ligando Nampo y con los complejos M-dppf-mpo, se observé un
incremento del efecto inhibitorio de la actividad enzimatica TcFR en los complejos con
respecto al ligando libre (figura 6.23). Para el complejo de Pt(ll), el efecto inhibitorio
observado fue mayor lo que podria relacionarse con la mayor actividad observada en los

estudios in vitro contra epimastigotas de T. cruzi.
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2.54

Inhibicién relativa de la actividad
de TcFR

Figura 6.23: Efecto inhibitorio de los complejos M-dppf-mpo y de Nampo sobre la
actividad de la enzima TcFR de T. cruzi. Los extractos proteicos de epimastigotas de T.
cruzi fueron incubados en ausencia (control) y presencia de una dosis de 28 uM de
Nampo, [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) y [Pt'(mpo)(dppf)](PFs). La inhibicion enzimética total
producida por Nampo (barra negra) fue utilizada para calcular la variacién relativa de la
inhibicién producida por cada complejo (se tom6 como 1). Las desviaciones estandar

(DS) para cada compuesto corresponden a dos estudios independientes.

Con el fin de caracterizar en mayor detalle la inhibicién enzimatica observada para ambos
complejos, se estudié la dependencia del efecto inhibidor con la concentracion de
complejo. Se muestra como ejemplo en la figura 6.24 el efecto del complejo Pt-dppf-
mpo, donde ambos mostraron un efecto inhibitorio de la actividad dosis-dependiente.
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Figura 6.24: Efecto inhibitorio de [Pt"(mpo)(dppf)](PFs) sobre la actividad de TcFR de
epimastigotas de T. cruzi. Los extractos proteicos fueron incubados con diferentes
concentraciones de complejo (3, 6, 9, 12 uM) durante 1 hora a 28 °C. Se muestra el

promedio de dos réplicas con sus respectivas DS.

Con el proposito de demostrar que la actividad anti-T.cruzi observada para los complejos
es causada principalmente por su efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima TcFR,
se realizd una suplementacion del medio de cultivo con succinato (el producto de la
reaccion catalizada por la enzima) [69]. Se cultivaron epimastigotas de T. cruzi durante 5
dias en presencia o ausencia (control) de succinato (5 mM), utilizando concentraciones
de cada complejo similares al ICso obtenido en los estudios in vitro (Pd-dppf-mpo = 0,6
uM y Pt-dppf-mpo = 0,3 uM). Los resultados de los estudios del efecto protector del
succinato contra la inhibicion del crecimiento de los parasitos se muestran en la gréfica
de la figura 6.25.
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Figura 6.25: Efecto protector del succinato contra la inhibicion del crecimiento del
parésito causado por [Pd"(mpo)(dppf)](PFs) y [Pt"(mpo)(dppf)](PFs). El porcentaje de
crecimiento celular se comparé en ambas condiciones: en presencia de succinato (bloque
punteado) o en ausencia de succinato (blogue sin punteado). Se muestra el promedio de
tres réplicas y la respectiva DS. ** indica valores de P <0,01 t-test.

En los parasitos suplementados con succinato se observo una disminucion de la inhibicion
del crecimiento producida por cada complejo metalico. Si bien no se puede descartar que
ambos complejos M-dppf-mpo pudieran estar afectando a otros procesos bioldgicos
contribuyendo al bloqueo del crecimiento de T. cruzi, claramente tienen un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la enzima NADH-fumarato reductasa.

Para complementar los resultados obtenidos, se realizaron estudios de anclaje molecular
(docking) para analizar computacionalmente la interaccién entre los complejos y la
enzima fumarato reductasa [70,71]. Si bien no es el enfoque de este trabajo de tesis
realizar un analisis detallado de los calculos tedricos, se muestran algunos de los
resultados obtenidos que sirven como complemento a los resultados experimentales
obtenidos sobre TcFR. Los estudios fueron realizados por las Dras. Alicia Merlino y
Laura Coitifio del Laboratorio de Quimica Teérica y Computacional de la Universidad de

la Republica, Uruguay.
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En estudios computacionales previamente desarrollados se habia optimizado y validado
la estructura de la proteina TcFR y se habia realizado el anclaje molecular con los
complejos [M''(mpo).] [72].Utilizando estos resultados, se realizaron estudios de docking
molecular de esta enzima con los complejos M-dppf-mpo, cuyos resultados se muestran

en la figura 6.26.
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Figura 6.26: Modo predicho de unién a la enzima TcFR de (a) [Pd"(mpo)(dppf)](PFe) y
(b) [Pt"(mpo)(dppf)](PFs). El cofactor (NADH) y el residuo Arg762 catalitico son
mostrados en la representacion como barras, los complejos como bolas y palos, y los otros

residuos en contacto con el complejo se muestran como lineas.

Se observo que ambas especies [M"(mpo)(dppf)]* se unen en la cavidad de la enzima
(entre los dominios 2 y 3) cerca del sitio de unién del cofactor NADH, posicionandose
junto a los residuos Ser763 y Lys714. El aminoacido Ser763 es adyacente al residuo
catalitico Arg762 (aminoéacido que interacciona directamente con el cofactor NADH) por
lo que la unién de los complejos a Ser763 podria afectar de alguna forma al
posicionamiento adecuado de este residuo catalitico [72].

Por lo tanto, los estudios realizados apoyan la hipétesis de introducir el fragmento
organometalico {M(dppf)} en los complejos para modular las propiedades bioldgicas de

estas especies y mejorar no solo su eficiencia antiparasitaria, sino también su capacidad
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de inhibicion de la enzima TcFR, convirtiéndolos asi en prometedores lideres para el

disefio de nuevos inhibidores selectivos contra T. cruzi.

6.2.5.2 Produccion de especies radicalarias en Trypanosoma cruzi

Segln antecedentes bibliograficos, la inclusion del ferroceno y derivados de él en
compuestos con potenciales aplicaciones farmacoldgicas puede generar numerosas
ventajas a nivel de su actividad bioldgica y del mecanismo por el cual actdan [12]. En
relacién a esto Gltimo, numerosos estudios han planteado la hipdtesis de la participacion
del ferroceno en la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) debido a la facil
oxidacion del centro metélico Fe(ll) [62,73,74]. Los parasitos tripanosomatidos son
particularmente susceptibles a los radicales libres y estas especies podrian ser
parcialmente responsables del efecto contra T. cruzi.

En base a estos antecedentes, y sumado a la oxidacion reversible Fe(Il)/Fe(lll)
caracterizada en los estudios de voltametria ciclica de los complejos M-dppf-mpo, se
estudio mediante resonancia electronica paramagnética (EPR) la posible generacion de
especies radicalarias de los complejos en T. cruzi. Los complejos fueron incubados con
epimastigotas de T. cruzi y DMPO (atrapador de especies radicalarias de cortos tiempos
de vida). En la figura 6.27 se muestra el espectro EPR obtenido en estos estudios con el

complejo Pd-dppf-mpo.
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Figura 6.27: Espectro EPR experimental obtenido luego de 5 minutos de incubacién de
epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) con el complejo [Pd"(mpo)(dppf)](PFe).

En ambos espectros de EPR se observaron sefiales, lo que indicaria que se generaron
especies radicalarias en los parasitos intactos por efecto de los mismos.
Lamentablemente, no se logro6 caracterizar el aducto de espin al cual corresponden estas
sefiales. Sin embargo, la presencia de estas sefiales brinda una importante informacion.
Previamente se demostré que los complejos homolépticos [M"(mpo)2] y el Nampo no
generan EROS en los parasitos de T. cruzi, no observandose sefiales en los espectros de
EPR [38]. Este antecedente motiva a plantear la hipdtesis de que la presencia del
fragmento dppf en los complejos podria incorporar un nuevo mecanismo de accion por

efecto de las EROS generadas.

6.2.6 Interaccion con BSA

Motivados en estudiar en profundidad el comportamiento bioldgico que tendrian los
complejos desarrollados, se estudié la interaccién entre el complejo Pd-dppf-mpo y la
proteina albumina sérica bovina (BSA) mediante medidas de fluorescencia. Se utilizd
BSA como proteina modelo debido su similitud estructural con la albdmina sérica
humana HSA (la principal proteina del sistema circulatorio mamifero), su disponibilidad

Yy su bajo costo [75,76].
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La proteina BSA posee fluorescencia intrinseca debido a la presencia de dos residuos de
triptofano en su estructura (Trpl34 y Trp214), principales fluoroforos de la biomolécula
[75,77,78]. El Trp134, ubicado en una bolsa hidrofébica del dominio I de la proteina, es
sensible a los cambios de polaridad de su entorno. Pequefios cambios en la vecindad del
anillo indol (por interaccion con sustratos o alteraciones estructurales, desnaturalizacion
u otros procesos) se ven reflejados en la variacion de su emision fluorescente [79,80]. A
pesar de que la proteina HSA s6lo posee un residuo de triptéfano (Trp214), estudios
previos han demostrado que BSA funciona como un excelente modelo al encontrarse
similares resultados en los estudios de interaccion por medidas de fluorescencia [75].

Se midieron los espectros de emision fluorescente a temperatura ambiente de BSA (1 uM)
(Aexc=295 nm), en un rango entre 300 y 450 nm, en presencia de concentraciones
crecientes del complejo (se utilizé un rango de relacion molar BSA:complejo de 0 a 20).
Luego de realizar la correccion de los espectros, explicada en el capitulo 3, se obtuvo el

espectro de emision que se muestra en la figura 6.28.

(@)

=@ 295 nm)

exc

IF (a.u.)( A

T T T T T T T T T T T 1
300 320 340 360 380 400 420

A (nm)
1:0 1:1 1:2 1:.35——15——1:6,5 1.8——1:95
1:11 ——1:125——1:14 1:155 ——1:17 1:185——1:20
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Figura 6.28: (a) Espectro de fluorescencia corregido de la titulacion de BSA (1 pM) con
diferentes relaciones molares del complejo [Pd"(mpo)(dppf)](PFs). (b) Gréfica de
Intensidad relativa de fluorescencia (%) a Aem = 340 nm al aumentar la concentracion de

complejo.

Se observd una disminucion de la intensidad de emisién fluorescente de la proteina al
aumentar la relacion molar con el complejo Pd-dppf-mpo, generando un quenching de la
fluorescencia de hasta un 70 %. Como se observa en el espectro (linea roja punteada), el
complejo indujo un corrimiento del maximo de emision hacia mayores longitudes de onda
de hasta 4 nm. Este comportamiento seria indicativo de un aumento de la hidrofobicidad
en la region que rodea a los residuos de triptéfano de BSA, probablemente debido a la
interaccion con el complejo [75,80-83].

Para conocer el grado de quenching de la fluorescencia intrinseca de la proteina debido a
la interaccion con el complejo, se realizé el ajuste de Stern-Volmer. En la figura 6.29a se
muestra la grafica de este ajuste, donde se observa una relacién lineal de IFo/IF al
aumentar la concentracion de complejo (R? = 0,9852). A partir de la pendiente de esta
grafica se obtuvo un valor de Ksv = 1,56-10° M. Este valor sefiala un elevado grado de
apagamiento de la fluorescencia comparado con lo cominmente observado en estudios

con otros complejos metalicos [79,84].
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Con este experimento es posible calcular la constante de union aparente (Kz) entre BSA
y el complejo a partir del ajuste derivado de la ecuacion de Hill que se explicé en el
capitulo 3. En la figura 6.29se muestra la grafica de ajuste de log[(IFo/IF)/IF] en funcién
de logaritmo de la concentracion de complejo, donde la pendiente de esta curva
corresponde a Ka y el intercepto con el eje de las ordenadas corresponde al nimero de
tipos de sitios de union (n) entre la proteina y el complejo. El ajuste realizado mostré una
constante de union de 3,4-10* M, y un Unico tipo de sitio de union entre BSA v el
complejo (n ~1). El valor de Ka obtenido se encuentra dentro de los rangos reportados en
complejos metalicos, clasicos y organometalicos, que han sido clasificados como buenos
interactuantes con BSA, lo que demostraria la alta afinidad existente entre el complejo
Pd-dppf-mpo y la proteina [85,86].

(@) —— Linea de ajuste

—— Linea de ajuste
(®) !
3,0 a 0,4 1
024 /
2,5
L}
0,0
L}
-0.2 -
54 0,4 -
y= 1,56-105x +1,078 y =0,86441x + 4,533944
-0,6 4
104 =

T T T T T T T 1 -0,8 T T T T T T "
0 2 4 6 8 10 12 14 6,0 5.8 56 54 5.2 5,0 4,8

[Pd(dppf)mpo] (uM) log [Pd(dppf)mpo]

log [(IF - 1F) / IF]

Figura 6.29: (a) Ajuste de Stern Volmer para la titulacion de BSA (1 uM) con diferentes
relaciones molares de [Pd'"(mpo)(dppf)](PFs). (b) Ajuste derivado de la ecuacion de Hill
para la titulacion de BSA (1 uM) con diferentes relaciones molares de Pd-dppf-mpo.

6.2.7 Conclusiones parciales

Se obtuvieron dos nuevos complejos organometalicos isomorfos de paladio y platino con
el ligando N-6xido de 2-mercaptopiridina de formula [M"(dppf)(mpo)](PFe), los que
fueron caracterizados completamente en estado solido y en solucion. Ambos complejos
mostraron una elevada actividad citotoxica contra Trypanosoma cruzi mostrando un
aumento de 10 a 20 veces respecto al farmaco antichagasico de referencia Nifurtimox, y
una actividad de 2 a 5 veces mayor que la de la sal sodica del ligando bioactivo Nampo.

Los complejos mostraron muy buenos indices de selectividad hacia T. cruzi. La inclusion
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del fragmento organometalico de ferroceno podria ser responsable de esta selectividad
hacia el parasito. Estudios experimentales y computacionales confirmaron que ambos
complejos serian muy buenos inhibidores de la actividad de la enzima fumarato reductasa
dependiente de NADH de T. cruzi, sugiriendo que esta inhibicion podria ser una parte
importante del mecanismo de accién tripanosomicida. Ademas, se confirmd la capacidad
de generacion de especies radicalarias en los parasitos por la presencia de este fragmento
organometalico. Finalmente, el estudio de interaccion con BSA sugiere la idea de una
elevada interaccion entre esta proteina transportadora de farmacos y el complejo Pd-dppf-

mpo.

6.3 Compuestos [M'(L)(dppf)](PFe)

6.3.1 Sintesis

Los compuestos organometélicos de Pd(I1) y Pt(Il) con las tiosemicarbazonas bioactivas
(HL) [M"(L)(dppf)](PFes), codificados como M-dppf-L (figura 6.30), fueron sintetizados
por el mismo método experimental que los complejos M-dppf-mpo (detallado en el
capitulo 3). Se sintetizaron ocho compuestos (cuatro complejos de Pd(Il) y cuatro de
Pt(I)). Luego de ser recristalizados por difusion liquido-liquido CH2Clz/hexano se

obtuvieron muestras cristalinas con buenos rendimientos que se resumen en la tabla 6.9.

304



HL1
HL2
HL3
HL4

R=H
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B NO, |
M-dppf-L

(PF¢)

Figura 6.30: estructura de los compuestos [M"(L)(dppf)](PFes).

Tabla 6.9: Rendimiento obtenido para los compuestos [M"(L)(dppf)](PFe).

Complejo Color Rendimiento (%)
Pd-dppf-L1 Marrén oscuro 51
Pd-dppf-L2 Marron 52
Pd-dppf-L3 Marron 57
Pd-dppf-L4 Rojo Marrdn 46
Pt-dppf-L1 Amarillo 60
Pt-dppf-L2 Amarillo 51
Pt-dppf-L3 Amarillo 60
Pt-dppf-L4 Naranja 52

6.3.2 Caracterizacion en estado sélido

6.3.2.1 Analisis elemental

Se determind la composicion porcentual de carbono, hidrégeno y nitrégeno de los ocho

complejos obtenidos. En la tabla 6.10 se resumen los valores experimentales obtenidos

del analisis y el valor teorico calculado a partir de las formulas propuestas
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Tabla 6.10: Resultados del analisis elemental de C, H y N para los complejos

[M"(L)(dppf)1(PFs).

%Cexperimental

% Hexperimental

%Nexperimental

Complejo

(% Cresrico) (YoHtesrico) (Y6 Ntesrico)

[Pd"(L1)(dppf)](PFs)-CH2Cl> | 44,52 (44,58) 3,36 (3,26) 5,08 (5,07)
[Pd"(L2)(dppf)]1(PFe)-2CH.Cl> | 42,15 (42,95) 3,44 (3,25) 4,73 (4,66)
[PA"(L3)(dppf)](PFs)-2CH2Cl2 | 43,86 (43,44) 3,42 (3,37) 4,40 (4,61)
[Pd"(L4)(dppf)](PFs)-CH2Cl> | 47,03 (47,85) 3,59 (3,31) 4,31 (4,75)

[Pt"(L1)(dppf)](PFs)-2CH.Cl> | 40,08 (39,50) 3,22 (2,90) 4,41 (4,39)
[Pt"(L2)(dppf)](PFs)-2CH2Cl2 | 40,00 (40,00) 3,19 (3,02) 4,56 (4,34)
[Pt"(L3)(dppf)](PFe)-CH2Cl> | 41,96 (42,32) 3,35 (3,20) 4,59 (4,59)

[Pt"(L4)(dppf)](PFe)-CH2Cly | 44,45 (44,51) 3,32 (3,08) 4,26 (4,42)

Los resultados obtenidos confirmaron la férmula propuesta para cada complejo,

observandose en todos los casos moléculas de diclorometano de cristalizacion.

6.3.2.2

Espectroscopia infrarroja

Como se sefiald en la seccién 6.2.2.2, la espectroscopia infrarroja, fue empleada para

identificar la presencia de los ligandos en los complejos obtenidos, pero ademas fue

utilizada para elucidar el modo de coordinacion de las tiosemicarbazonas al fragmento

organometalico {M(dppf)}. Se midieron los espectros de infrarrojo de los ocho complejos

M-dppf-L, los ligandos HL y los precursores [M''Clx(dppf)], en pastillas de KBr en un

rango entre 400-4000 cm™. Se identificaron las bandas de vibracion caracteristicas de

cada ligando, y se analizaron posibles variaciones en la energia de estas bandas por efecto

de la coordinacion a M(Il). En la figura 6.31 se muestra, como ejemplo, el espectro de

infrarrojo de los complejos analogos M-dppf-L3.
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Figura 6.31: Espectro de infrarrojo del complejo [Pd"(L3)(dppf)](PFs) (linea negra) y
[Pt (L3)(dppf)](PFs) (linea roja) en el rango de 4000-400 cm™.

Los ocho complejos mostraron un perfil espectral similar, observandose a nivel general
un aumento en la complejidad del espectro al incrementar el nimero de atomos de
carbono en el sustituyente R de las tiosemicarbazonas. Como se menciono en capitulos
previos, el tipo de corrimiento en el espectro de las bandas de vibracion caracteristicas de
las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido sefiala el modo de coordinacion
de éstas al centro metalico. Comparando el espectro de infrarrojo de cada complejo con
el respectivo ligando HL en la forma libre, se observé una tendencia de desplazamiento
de estas bandas (v(C=N), vs(NO2), v(N-N), 3(NO2) + furano) que son indicativas de una
coordinacion bidentada y deprotonada hacia el ion M(II), que segun lo comentado en
capitulos previos, se efectlia a través del &tomo de azufre tiocarbonilico y el nitrégeno
azometinico [87]. En la tabla 6.11 se resumen los valores de energia (en cm™) de las
bandas de vibracion asignadas en los espectros IR de los complejos M-dppf-L y los

ligandos HL libre.
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Tabla 6.11: Bandas de vibracion seleccionadas de los complejos [M"(L)(dppf)](PFe) y

los respectivos ligandos HL.

Compuesto Dppf v(C=N) vs (NO2) v(N-N) d(NO2) + v(P-F)
furano
HL1? - 1602 1356 1108 811 -
Pd-dppf-L1 | 1437, 1480, 1605 1353 1098 810 842, 558
1098, 698,
493
Pt-dppf-L1 | 1437, 1480, 1608 1346 1098 810 841, 558
1099, 695,
498
HL22 - 1599 1354 1114 808 -
Pd-dppf-L2 | 1437, 1479, 1591 1350 1097 810 844, 557
1096, 696,
494
Pt-dppf-L2 | 1437, 1479, 1592 1349 1094 812 849, 558
1096, 693,
495
HL3? - 1602 1352 1104 805 -
Pd-dppf-L3 | 1471, 1437, 1591 1345 1098 811 853, 557
1097, 694,
500
Pt-dppf-L3 | 1476, 1437, 1591 1343 1098 812 842, 558
1097, 694,
502
HL42 - 1595 1344 1104 811 -
Pd-dppf-L4 | 1480, 1438, 1598 1348 1097 812 845, 558
1099, 692,
492
Pt-dppf-L4 | 1480, 1438, 1597 1343 1096 812 841, 558
1099, 695,
496
% Valores de referencia [87]

No fue posible identificar en los espectros IR de los complejos la banda de estiramiento
v(C=S) de HL, observada entre 820 a 850 cm™ en los espectros de las tiosemicarbazonas
en la forma libre, debido a la presencia de una intensa banda ubicada en esta misma zona

espectral. Esta banda, correspondiente a la vibracion v(P-F) del contraion
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hexafluorofosfato, confirma la presencia de este anion en todos los complejos. Se
identificd también la banda correspondiente a 5(PFs) cercana a los 558 cm™ [52].

La banda de vibracion del estiramiento N-H de las tiosemicarbazonas en su forma libre
se encuentra en el rango 3120-3250 cm™ [88]. El caracter cationico de los complejos
(confirmado por la presencia de las bandas del contraion PFg) es generado por la
coordinacion de las tiosemicarbazonas como ligandos anidnicos debido a la
deprotonacion del nitrégeno hidrazinico. Por lo tanto, se pudo inferir que la banda
observada a los 3400 cm™ solamente corresponde a v(NH) del grupo amino terminal de
las tiosemicarbazonas.

Para la asignacion de las bandas correspondientes al fragmento organometalico dppf, se
realiz6 un andlisis comparativo con los espectros IR del ligando libre y del respectivo
precursor [M""Clx(dppf)]. Segin lo reportado en la literatura, los espectros de ambos
precursores poseen cinco bandas de vibracion caracteristicas del ligando dppf las que se
encuentran a 1480, 1434, 1098, 690, 490 cm™ [16]. Estas cinco bandas fueron
identificadas en los espectros IR de todos los complejos M-dppf-L, no observandose
importantes corrimientos como conscecuencia de la coordinacion del ligando

tiosemicarbazona.

6.3.2.3 Difraccion de rayos X de monocristal

Se obtuvieron monocristales adecuados para el estudio por difraccion de rayos X de siete
complejos M-dppf-L y del compuesto [Pd"CI(L1)(dppf)]. Los cristales se obtuvieron
mediante la recristalizacion por difusion lenta liquido/liquido (CH2Clz/hexano). S6lo en
cuatro complejos M-dppf-L se logré obtener datos adecuados de refinamiento (R < 5%).
En la tabla 6.12 se muestran los parametros de celda, y los datos de coleccion y
refinamiento para la elucidacion de las estructuras de estos complejos, y en la tabla 6.13
y en la figura 6.33 se resumen valores de distancias y angulos de enlace alrededor del ion
metalico central M(I1). Los parametros de celda y datos de coleccion y refinamiento
correspondientes a los otros tres complejos M-dppf-L, que tienen un R de ajuste superior
al 5 %, se muestran en la tabla 6.14- La lista completa de distancias y angulos de enlaces,
coordenadas atémicas, parametros de desplazamiento isotropico, y otros parametros

cristalograficos se adjuntan en el apéndice 1 (A4-A10).
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Tabla 6.12:
[Pt"(L1)(dppf)]1(PFs),
[Pt"'(L3)(dppf)](PFe).

Datos cristalograficos y de refinamiento de los

[Pd"(L2)(dppf)](PFe),

compuestos
[Pd"(L3)(dppNI(PFs) Yy

[PEY(L1)(dpph](PFs)

[Pd"(L2)(dppf)](PFe)

[Pd"(L3)(dpph](PFe)

[PtY(L3)(dpph](PFs)

Formula empirica

C4o H33 Fe Fe N4 03 P3 Pt

C41 H35 Fe Fe N4 03 P3 Pd

C4z H37 Fe Fe N4 03 P3 Pd

C42 H37 Fe Fe N4 03 P3 Pt

S S S S

Peso formula 1107,61 1032,95 1046,97 1135,66
Temperatura (K) 296 (2) 296 (2) 297 (2) 297 (2)
Longitud de onda (&) 0,71073 0,71073 0,71073 0,71073
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2:/n P2:/n P2:/n P2:/n
Dimensiones de celda
unitaria
a(A) 11,2899 (6) 12,7907 (4) 12,8125 (5) 12,7827 (3)
b (A) 19,654 (1) 10,2881 (3) 10,3191 (5) 10,3154 (3)
c(A) 18,494 (1) 32,7377 (8) 32,640 (1) 32,6199 (8)
B (°) 97,665 (5) 98,283 (2) 98,143 (4) 98,323 (3)
Volumen (A3) 4067,0 (4) 4263,1 (3) 4272,0 (3) 4255,9 (2)
Z, densidad calculada

4, 1,809 4,1,609 4,1,628 4,1,772
(Mg/m3)
Coeficiente de absorcion
() 4,034 0,994 0,993 3,858
F(000) 2176 2080 2112 2240
Tamafio del cristal
(mm3) 0,226 x 0,123 x 0,073 0,337 x 0,121 x 0,033 0,026 x 0,104 x 0,206 0,062 x 0,118 x 0,356

9-rango (°) para la

coleccion de datos

2,872 a 27,000

3,032 a 27,000

3,203 a 26,999

3,205 a 26,998

Rangos indexados

-13<h<14, -17<k<25,
-23<I<19

-15<h<16, -13<k<12,
-39<1=41

-16<h<l5, -13<k<I3,
-40<I<41

-16<h<15, -13<k<9,
-41<1<41

Reflexiones colectadas

23769

20038

23277

25067

Reflexiones

independientes

8783 [R(int) = 0,0771]

9171 [R(int) = 0,0304]

9193 [R(int) = 0,0564]

9179 [R(int) = 0,0593]

Reflexiones observadas
[1>20(D)]

5487

7379

6293

7840

Completitud (%)

99,8 (to 9=25,242°)

99,8 (to 9=25,242°)

99,8 (to 9=25,242°)

99,8 (to 9=25,242°)

Método de

refinamiento

Matriz de minimos

cuadrados en F2

Matriz de minimos

cuadrados en F2

Matriz de minimos

cuadrados en F2

Matriz de minimos

cuadrados en F2

Datos / restricciones /

] 8783/0/532 9171/0/542 9193/0/550 9179/0/550
parametros
Bondad de ajuste en F2 1,029 1,064 1,033 1,138
Indice R final® R1=0,0567, wR2 = R1=0,0431, wR2 = R1=0,0506, wR2 = R1=0,0423, wR2 =
[1>25(1)] 0,1238 0,0961 0,0829 0,0945
Indices R (todos los R1=0,1144, wR2 = R1=0,0601, wR2 = R1=0,0903, wR2 = R1=0,0537, wR2 =
datos) 0,1598 0,1053 0,0977 0,1000
Mayor diferencia entre

2,088y-0,928 0,867y -0,698 0,654 y -0,500 1,330y -1,537

pico y cavidad (e.A-3)

"Ri= Fol-[Fel 2IFe], WRe=[Zw([Fof e Zw(Fol 572
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Tabla 6.13: Distancias (A) y angulos (°) de enlace en torno al centro metalico M(lI) en
los complejos [Pt'(L1)(dppf)](PFs), [Pd"(L2)(dppf)](PFs), [Pd"(L3)(dppf](PFs) Yy
[Pt''(L3)(dppf)](PFe).

[Pd"(L4)(dppf)](PFe), [Pt'(L2)(dppf)I(PFs) y [Pt'(L4)(dppf)](PFe).

[Pt”(Ll)(‘jppf)](PFe [Pd”(LZ)(;’ppf)](PFG [Pa"(L3)(dppI(PFe) | [PLY(L3)ApPOI(PFo)
Distancias de enlace
M-N6 2,100 (7) 2,144 (3) 2,151 (3) 2,126 (4)
M-S 2,304 (3) 2,2841 (9) 2,282 (1) 2,293 (1)
M-P1 2,312 (2) 2,3688 (9) 2,378 (1) 2,339 (1)
M-P2 2,269 (2) 2,2785 (9) 2,275 (1) 2,263 (1)
Angulos de enlace
N6-M-S 81,1(2) 82,13 (8) 82,15 (8) 81,9 (1)
P2-M-S 89,17 (9) 87,63 (3) 87,64 (4) 88,91 (4)
P1-M-P2 93,98 (9) 93,30 (3) 92,93 (4) 92,99 (4)
P1-M-N6 96,3 (2) 97,71 (8) 98,06 (8) 96,9 (1)
N6-M-P2 169,7 (2) 166,98 (8) 166,25 (8) 167,3 (1)
S-M-P1 167,1 (1) 174,03 (4) 174,86 (4) 174,61 (5)
Tabla 6.14: Datos cristalograficos y de refinamiento de los compuestos

[Pd"(L4)(dppf)](PFe) [Pt"(L2)(dpp](PFe) | [Pt"(L4)(dppfI(PFe)
Formula empirica Cy7HagsCl,FgFe NyO3PsPd S CarHaFoFeNeOsPs | CusFoFoFe Na O Ps
PtS PtS
Peso formula 1179,44 1120,63 1182,70
Temperatura (K) 293(2) 293(2) 293(2)
Longitud de onda (A) 0,71073 0,71073 0,71073
Sistema cristalino No determinado No determinado No determinado
Grupo espacial P-1 P-1 P-1
Dimensiones de celda
unitaria
a(A) 10,1440(2) 14,2063(4) 10,1210(5)
b (A) 16,1389(4) 17,9235(5) 14,9473(11)
c(A) 30,5952(10) 19,1150(6) 16,2455(11)
a(°) 79,034(2) 78,854(2) 75,603(6)
B (®) 85,837(2) 79,033(3) 86,203(5)
v (®) 86,047(2) 67,690(3) 70,471(5)
Volumen (&%) 4896,6 (2) 4381,1 22431(3)
Z, densidad calculada
4, 1,600 4, 1,699 2,1,751
(Mg/m3)
Coeficiente de absorcion 0,982 3,746 3,663
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(mm)
F(000) 2374 2204 1166
Tamafio del cristal (mm3) -
9-rango (°) para la coleccién de datos 3,11a229,48 3,16 229,22 2,98a28,75
. -13<h<12, -17<k=21, -18<h<19, -24<k<23, -12<h<13, -19<k<19,
Rangos indexados
-41<1<39 -25<1<25 -21<I<19
Reflexiones colectadas 46327 49647 20745
. . . . 20461 [R(int) = 9673 [R(int) =
Reflexiones independientes 22658 [R(int) = 0,0537]
0,0823] 0,0575]
Reflexiones observadas [I>26(1)] -
Completitud (%) -
Meétodo de refinamiento -
Datos / restricciones / pardmetros 22658/0/1228 20461/0/533 9673/0/589
Bondad de ajuste en F2 1,087 1,060 1,182
. . R1=0,1139, wR2 = R1=0,0983, wR2 =
Indice R final® [I>20(1)] R1=0,1229, wR2 = 0,2852
0,2250 0,2501
. R1=0,2098, wR2 = R1=0,1151, wR2 =
Indices R (todos los datos) R1=10,1662, wR2 = 0,3091
0,2790 0,2590
Mayor diferencia entre pico y cavidad
2,64y -2,24 3,78y -2,28 4,92y -3,87
(e.A3)

“Ru=E] Fol-IFol[Fl, WRe=[Zw(|Fo-{Ff)2/w(Fo| )72

Desde el punto de vista estructural, siete complejos mostraron caracteristicas comunes,
observandose diferencias sélo en el complejo [Pd"'CI(L1)(dppf)] que seran discutidas mas
adelante. En los siete compuestos M-dppf-L mencionados, se observo una coordinacién
cis-bidentada de ambos ligandos, y un entorno geométrico pseudo plano cuadrado
alrededor de M(Il). En la figura 6.32 se muestran, como ejemplo, las estructuras

cristalinas resueltas de los complejos isomorfos M-dppf-L3.
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Figura 6.32: Estructura cristalina de los complejos (a) [Pd"(L3)(dppf)](PFs) y (b)
[Pt''(L3)(dppf)](PFe). Los atomos de hidrogeno del ligando dppf y el contraion
hexafluorofosfato no fueron incluidos para una mejor

visualizacion de las estructuras.
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El ligando 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno coordind a través de ambos atomos de

fésforo, igual que en los complejos M-dppf-mpo. Las distancias de enlace M-P1y M-P2,

observadas entre 2,26 y 2,38 A, se encuentran dentro de los mismos rangos de valores

reportados en otros complejos que contienen el ligando dppf coordinando de forma

bidentada. El &ngulo de coordinacion P1-M-P2 fue cercano a 90° en los siete complejos,

como se muestra en la figura 6.33a. Los anillos ciclopentadienilo del fragmento de

ferroceno mostraron una conformacion escalonada, con valores de angulo de torsion entre

los 19-35° (ver figura 6.11), similar a lo observado en los complejos con el ligando N-

oxido de 2-mercaptopiridina.
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Pd-dppf-L2
Pd-dppf-L3
Pd-dppf-L4
Pt-dppf-L1
Pt-dppf-L2
Pt-dppf-L3
Pt-dppf-L4

Figura 6.33: Valores de (a) angulos y (b) de distancias de enlace en torno al centro

metalico M(11) de los complejos [M"(L)(dppf)](PFs).
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En estos siete complejos, los ligandos tiosemicarbazona coordinaron de forma bidentada
a traves del dtomo de azufre tiocarbonilico (S) y el nitrégeno azometinico (N6). Las
distancias de enlace M-S (observadas entre 2,28 y 2,30 A) y M-N6 (entre 2,10 y 2,15 A)
se encuentran dentro de los mismos rangos de valores reportados en otros complejos de
Pd(Il) con estas mismas tiosemicarbazonas coordinando de forma bidentada [47], y
dentro de los mismos intervalos de distancias observados en otros complejos de Pd(ll) y
Pt(Il) con tiosemicarbazonas cis-bidentadas [89-92]. En los siete complejos se observo
que al modificar el sustituyente R del ligando o al cambiar el ion metélico central, no
existen importantes variaciones en las distancias de enlace entre los &tomos donores (S y
N6) y el ion metélico central (figura 6.33b). Por otro lado, el angulo de coordinacion del
ligando tiosemicarbazona (angulo S-M-N6) es cercano a 82° en todos los casos, y al igual
que lo sefialado anteriormente, no se observaron variaciones en este parametro al cambiar
el sustituyente R del ligando o el ion M(l1).

En el esqueleto de la cadena alifatica del ligando tiosemicarbazona, las distancias de
enlace C8-S y C8-N7 dan cuenta de un cierto caracter de enlace simple y doble,
respectivamente (por ejemplo en el complejo Pd-dppf-L3 estas distancias fueron 1,75 A
y 1,31 A, respectivamente). Estas diferencias en las distancias de enlace indican una
elevada conjugacion y deslocalizacion electronica de las tiosemicarbazonas provocada
por la deprotonacién de las mismas como consecuencia de la coordinacion al centro
metalico [89-92].

Como se muestra en el ejemplo de la figura 6.34, las siete estructuras descritas incluyen

el contraion hexafluorofosfato quien estabiliza la estructura del complejo cationico.
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Figura 6.34: Estructura cristalina del complejo [Pd"(L3)(dppf)](PFs) donde se observa la

interaccion con el contraidon hexafluorofosfato.

Como se menciond anteriormente, el estudio de difraccion de rayos X del complejo

[Pd"CI(L1)(dppf)] mostré resultados diferentes a los discutidos para los siete complejos

M-dppf-L resueltos. En la tabla 6.15, se resumen los parametros de celda, y los datos de

colecciodn y refinamiento para la elucidacion de las estructuras de este complejo. En el

apéndice 1 (Al11) se resumen el resto de los datos cristalogréaficos

Tabla 6.15: Datos cristalograficos y de refinamiento del compuesto [Pd"'CI(L1)(dppf)].

[Pd"'CI(L1)(dppf)]

Formula empirica

Ca0H34Cl Fe N4 O3P2Pd S

Peso formula 910,41
Temperatura (K) 293(2)
Longitud de onda (A) 0,71073
Sistema cristalino Monoclinico

316



Grupo espacial P21/n

Dimensiones de celda unitaria

a(A) 13,4445(9)
b (A) 18,7330(9)
¢ (A) 19,1700(10)
B () 104,931(8)
Volumen (A%) 4665,1 (5)
Z, densidad calculada (Mg/m3) 4,1,296
Coeficiente de absorcion (mm) 0,903
F(000) 1844
Tamario del cristal (mm3) 0,42 x 0,18 x 0,03
9-rango (°) para la coleccion de datos 3,09 a 26,00
Rangos indexados 15<h=l6, -235ks22,
-23<I<15
Reflexiones colectadas 27354
Reflexiones independientes 9156 [R(int) = 0,0551]
Datos / restricciones / parametros 9156/0/478
Bondad de ajuste en F2 0,968
Indice R final® [I>20(1)] R.=0,0764, wR. = 0,2082
Indices R (todos los datos) 1 =0,1311, wR; = 0,2402
Mayor diferencia entre pico y cavidad (e.A-3) 0,80y -0,80

*Ry=E||Fol-|Fel|/Z|Fol, WRo=[ZW(|Fo2-|Fc)/ZW(|Fo| 2)2] 2

En este compuesto se observO una coordinacion monodentada del ligando
tiosemicarbazona a través del &tomo de azufre tiocarbonilico (S) (figura 6.35). Este modo
de coordinacion, segun lo expuesto en la introduccidon del capitulo 4, es uno de los tipos
menos comunes de coordinacion que presentan los ligandos tiosemicarbazona. Sin
embargo, se comprobd mediante todas las técnicas de caracterizacion utilizadas en este
trabajo de tesis que la muestra de monocristal obtenida del complejo [Pd"CI(L1)(dppf)]
no es representativa del bulk de la muestra obtenida en la sintesis, ya que todas las otras
caracterizaciones realizadas evidenciaron la coordinacion bidentada, igual a la observada

en los otros siete complejos. Lamentablemente no fue posible obtener monocristales del
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compuesto Pd-dppf-L1 analogo a los demés compuestos, por lo que estos datos de
difraccion s6lo se utilizaron como una evidencia de los diversos modos de coordinacion

que poseen los ligandos tiosemicarbazona.

Cl
®o O
O~

C

Figura 6.35: Estructura cristalina del complejo [Pd"CI(L1)(dppf)]. Los &tomos de
hidrégeno del ligando dppf no fueron incluidos para una mejor visualizacion de la

estructura.

En el complejo [Pd"'CI(L1)(dppf)] el ion metalico se encuentra en un entorno geométrico
pseudo plano cuadrado, donde el ligando dppf coordina de forma bidentada a través de
ambos atomos de fosforo (distancia Pd-P1 = 2,30 A y Pd-P2 = 2,28 A). La
tiosemicarbazona L1 coordinada de forma monodentada a través del atomo de azufre
tiocarbonilico (distancia Pd-S = 2,37 A) y un ligando cloruro (distancia Pd-Cl = 2,35 A)
completan la esfera de coordinacion del metal. Con respecto a la tiosemicarbazona, a
excepcion del grupo nitro, se observo una pseudo planaridad en la molécula (desviacion
rms de los 4tomos del mejor plano de minimos cuadrados de 0,11 A) con el grupo NO:
inclinado en 21° del plano. La planaridad molecular es estabilizada adicionalmente por
un enlace de hidrogeno intramolecular N-H...N que implica un atomo de hidrégeno del
grupo amino terminal NHz y el atomo de nitrogeno N7 (distancia N9...N6 = 2,59 A,
angulo N9-H...N7 = 106°). Ademas, el otro atomo de hidrogeno del grupo amino
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terminal forma un enlace de hidrogeno intramolecular N9-H...Cl con el ligando cloruro
(distancia N9...Cl = 3,43 A, 4ngulo N9-H...Cl = 137°). Ambos enlaces de hidrégeno
intramoleculares estabilizan la estructura del complejo [Pd"CI(L1)(dppf)], donde la
ausencia del contraion hexafluorofosfato evidencia la neutralidad del compuesto, y por

ende, la deprotonacion de N7 en la coordinacion a Pd(l1).

6.3.3 Caracterizacion en solucién

6.3.3.1 Resonancia magnética nuclear

La caracterizacion en solucién de los ocho complejos se realizé6 mediante experimentos
de resonancia magnética nuclear unidimensional (*H, *C-RMN) y bidimensional (COSY
y HSQC), a temperatura ambiente y en solucion de DMSO-de. Para facilitar el analisis de
los espectros, se numeraron los &tomos de ambos ligandos segun se muestra en el esquema
de la figura 6.36.

(a) (b) 2

2
\3 s 50 \3 P T
1 H 1 CH
O,N 4 /N\N)é\N/ OQN/O‘t\/N\N)J;\N/ 3
P O 5 o H 0 5 o H
7 9 7 9
Hb Ha HLI HL2
2 2z 3 S
3
L H, 6§ 10 )@4\/6 P ‘/°©
1 0O,N N
0N N PAN P “cu 2 o~ ¢ N8N
dppf 0 N7 8 N 3 5 H H
pp 5 H H 1 . 9
7 9
HL3 HL4

Figura 6.36: Esquema de numeracion empleado para los protones de (a) anillo
ciclopentadienilo del ligando dppf y (b) tiosemicarbazonas HL.

Los espectros de *H-RMN de los ocho complejos mostraron un patrén de sefiales similar

y caracteristico, correspondiente a los protones del ligando dppf y de la respectiva

tiosemicarbazona. La integracion y multiplicidad de las sefiales son concordantes con la
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estequiometria obtenida en cada compuesto. La figura 6.37 muestra, como ejemplo, los
espectros de *H-RMN obtenidos para los dos complejos M-dppf-L1.

En las tablas 6.16 a 6.19 se resumen los valores de desplazamiento quimico (8) en ppm
de las sefiales de los espectros de todos los compuestos obtenidos y de los ligandos en su

forma libre.
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Figura 6.37: Espectros de *H-RMN de los complejos (a) [Pd"(L1)(dppf)](PFs) y (b)

[Pt"(L1)(dppf)](PFs), medidos a 25°C en DMSO-ds.

Tabla 6.16: Valores de desplazamiento quimico (8) del espectro de *H RMN en ppm, de
los complejos [M"(L1)(dppf)](PFs) y de los ligandos HL1 y dppf.

SH (multiplicidad)(integracion)
Ligand H ;
gande Lgando | p.dppf-L1 AS | PtdppfLl |  As?
2 7,80 (d) (1) 7,91 (m) (1) 0,11 7,87 (d) (1) 0,07
3 7,37 (d) (1) 7,81 (m) (1) 0,44 7,77 (m) (1) ° 0,40
HL1 5 7,98 (s) (1) 6,61 (s) (1) -1,37 6,93 (s) (1) -1,05
7 11,86 (s) (1) - - - -
2 g:gj 8 8 776 (M)(2) 8;2 8,13 (s,ancho) 86191
Ha 4,62 (s) (2) 0,68 3,90 (s) (2) -0,04
dppf | SO0 77790 0,83 0,82
(anillo He 2,88 (5) (2) 0,61 4,76 (s) (4) 0,49
Cp) He ] “?7O® 35509 2) 041 | 460(5) (@) 0.33
7,91 (m) (4) 7,95 (m) (4)
dppf 7,23 (s) (8) 7,76 (m) (3) 7,75 (m) (4)
(PPhy) 7,34 (s) (12) 7,62 (m) (9) 7,62 (m) (8)
7,46 (m) (4) 7,47 (m) (4)
8 Ad= (8Comp|ejo - Sligando)
®: Solapado con sefiales de los protones de PPh;
Multiplicidad: (s) = singulete, (d) = doblete, (t) = triplete, (m) = multiplete
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Tabla 6.17: Valores de desplazamiento quimico (8) del espectro de *H RMN en ppm, de
los complejos [M"(L2)(dppf)](PFs) y de los ligandos HL2 y dppf.

81 (multiplicidad)(integracion)
Ligando H i
‘ L'ﬁ;‘:‘go Pd-dppf-L2 AB? Pt-dppf-L2 AS?
2 7,82 (d) (1) 7,63 (m) (1)° -0,19 7,62 (m) (1)° -0,20
3 7,33 (d) (1) 7,40 (d) (1) 0,07 7,47 (d) (1) 0,14
HL2 5 7,98 (s) (1) 6,67 (s) (1) -1,31 7,06 (s) (1) -0,92
7 11,93 (s) (1) - - - -
9 8,58 (s) (1) 8,23 (s) (1) -0,35 8,44 (s) (1) -0,14
10 3,02 (s) (3) 3,83 (s) (3) 0,81 2,87 (s) (3) -0,15
Ha 4,63 (s) (2) 0,69 4,64 () (2) 0,70
dpfl’lf Ho 3,94 (5) (4) 4,79 (5) (2) 0,85 4.71(5) (2) 0,77
(ag')o H. 497 (9 (4 4,85 (3) (2) 0,58 475 (5) (2) 0,48
P Ha 27 () (4) 3,89 (s) (2) -0,38 3,97 (5) (2) -0,30
7,94 (t) (4) 7,94 (1) (4)
dppf 7,23 (s) (8) 7,77 (m) (4) 7,75 (m) (4)
(PPhy) 7,34 (s) (12) 7,63 (m) (8) 7,62 (m) (8)
7,47 (m) (4) 7,47 (m) (4)
2 AS= (Scomplejo - ligando)
b: Solapado con sefiales de los protones de PPh,
Multiplicidad: (s) = singulete, (d) = doblete, (t) = triplete, (m) = multiplete

Tabla 6.18: Valores de desplazamiento quimico (8) del espectro de *H RMN en ppm, de
los complejos [M"(L3)(dppf)](PFs) y de los ligandos HL3 y dppf.

SH (multiplicidad)(integracion)
Ligand H ;
gando '-'I?g;‘fo Pd-dppf-L3 AS? Pt-dppf-L3 AG?
2 7,83 (d) (1) 7,63 (m) (1)° -0,20 7,61 (m) (1)° -0,22
3 7,35 (d) (1) 7,36 (d) (1) 0,01 7,40 (d (1) 0,05
HL3 5 7,98 (s) (1) 6,73 (s) (1) -1,25 7,05 (s) (1) -0,93
7 11,88 (s) (1) - - - -
9 8,61 (s) (1) 8,22 (s) (1) -0,39 8,43 (s) (1) -0,18
10 2,51(s) (2) ¢ - c -
11 1,15 (t) (3) 1,11 (t) (3) -0,04 1,11 (t) (3) -0,04
Ha 4,64 (s) (2) 0,70 4,62 (s) (2) 0,68
dppf | oM@ 3576 @) 0,83 .75 (5) (2) 0.81
(ag')o T P 2.81(5) (2) 054 | 4.69(5)(2) 0.42
P Ha o0 3,94 () (2) 0,33 4,00 (5) (2) 20,27
7,91 () (4) 7,94 (1) (4)
dppf 7.23(s) (8) ;gg Emg 83 7,75 (m) (4)
(PPh2) 7,34 (s) (12) 7.47 (m) (4) ;Sg gmg 8;
3 AO= (SCompIejo - 6Iigando)
b: Solapado con sefiales de los protones de PPh;
¢: Solapado con sefiales del solvente
Multiplicidad: (s) = singulete, (d) = doblete, (t) = triplete, (m) = multiplete
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Tabla 6.19: Valores de desplazamiento quimico (8) del espectro de *H RMN en ppm, de

los complejos [M"'(L4)(dppf)](PFs) y de los ligandos HL4 y dppf.

81 (multiplicidad)(integracion)
Ligando H i
‘ L'ﬁ;‘:‘go Pd-dppf-L4 AS? Pt-dppf-L4 AS?
2 7,85 (d) (1) 7,65 (m) (1)° -0,20 7,64 (m) (1) ° -0,21
3 7,52 (d) (1) 7,34 (m) (1) © -0,18 7,41 (m) (1) ¢ -0,11
5 8,09 (s) (1) 6,74 (s) (1) -1,35 7,07 (s) (1) -1,02
HL4 7 12,25 (s) (1) - - - -
9 10,20 (s) (1) 10,19 () (1) -0,01 10,40 (s) (1) 0,20
0-H 7,54 (d) (2) 7,42 (m) (2) -0,12 7,41 (m) (2) -0,13
m-H 7,40 (1) (2) 7,34 (m) (2) -0,06 7,34 (1) (2 -0,06
p-H 7,24 (t) (1) 7,12 (1) (1) -0,12 7,14 (1) (1) -0,10
Ha 4,69 (s) (4) 0,75 4,22 (s) (2) 0,28
B I R OW a0 @ 082 | 473()( | 079
Cp) Hc 4,27 (s) (4) 4,69 (s) (4) 0,42 4,56 (s) (2) 0,29
Had ’ 4,16 (s) (2) -0,11 4,68 (s) (2) 0,41
7,93 (m) (4) 7,94 (t) (4)
dppf 7,23 (s) (8) 7,82 (m) (4) 7,81 (m) (4)
(PPhy) 7,34 (s) (12) 7,65 (m) (4) i 7,64 (m) (4)
7,55 (m) (8) 7,54 (m) (8)
2 A= (Scomplejo - Dligando)
b: Solapado con sefiales de los protones de PPh;
¢: Solapado con sefiales de los protones meta del sustituyente fenilo
d: Solapado con sefiales de los protones orto del sustituyente fenilo
Multiplicidad: (s) = singulete, (d) = doblete, (t) = triplete, (m) = multiplete

Hacia valores de alto campo magnético, se identificaron las sefiales de los protones del
fragmento de ferroceno del ligando dppf. En los espectros se observaron cuatro singuletes
equivalentes a los protones Ha, Hb, He y Ha de ambos anillos Cp, que tal como se discutio
en los espectros *H-RMN de los complejos M-dppf-mpo, son concordantes con la
coordinacion cis-bidentada del ligando dppf [93]. La presencia de estas cuatro sefiales en
los espectros confirma la conformacion promedialmente escalonada en solucion de los
anillos Cp en los complejos obtenidos [12,94,95]. Si bien en el espectro del complejo Pt-
dppf-L1 se observaron 3 singuletes, s6lo se debio al solapamiento entre las sefiales de Hp
y Hc (dicha sefial integra para cuatro protones en el espectro), y no tiene relacion con
posibles cambios conformacionales de los anillos ciclopentadienilo. En suma, y basado
en lo mencionado en la seccion 6.2.3.2, la coordinacién bidentada de la tiosemicarbazona
no permite que a temperatura ambiente ocurra la libre rotacién de los anillos Cp,

generando que sean diferenciables en los espectros estos cuatro protones [93]. La
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asignacion de estas cuatro sefiales fue ademas confirmada mediante experimentos *H-'H
COSY, donde en todos los casos se observé un patron de correlacion Ha — Hg— He.

Entre 7,45 y 7,95 ppm se observaron los multipletes correspondientes a los protones de
los anillos aromaticos de PPh, del ligando dppf, donde la relacion de intensidades
relativas se modificd de 8:12 (en el ligando dppf libre) a 4:4:4:8 debido a la inequivalencia

quimica generada en estos protones por la coordinacion.

En relacion a las tiosemicarbazonas, se identificaron las sefiales de los dos protones del
anillo furano (H2 y H3), siendo el protén mas cercano al grupo nitro el desplazado hacia
menor campo magnético. Se identifico también el singulete correspondiente al proton
ilidénico (H5) y la sefial del proton amino terminal (H9). En todos los complejos se
identificaron las sefiales de los protones correspondientes a cada sustituyente R de la
cadena alifatica terminal (H10): la sefial del protén amino terminal en los complejos M-
dppf-L1, la sefial cercana a 3 ppm correspondiente al grupo metilo en M-dppf-L2, las dos
sefiales correspondiente al grupo etilo en los compuestos M-dppf-L3 (H11 = 1,11 ppm),
y las sefiales correspondientes a los protones orto, meta y para del grupo fenilo en los
complejos M-dppf-L4 (tablas 6.14 a 6.18).

Al comparar el espectro de *H-RMN de cada complejo con el del respectivo ligando HL
en la forma libre, se observo un corrimiento en los valores de desplazamiento quimico (J)
de las sefiales como consecuencia de la coordinacion [47,48,96,97]. En todos los
espectros se observd la ausencia de la sefial correspondiente al proton H7, demostrando
asi que la deprotonacion del atomo de nitrégeno hidrazinico, identificada en los estudios
en el estado sélido, se mantiene en solucion. Esta informacion confirma, a su vez, que el
monocristal estudiado por la técnica de difraccion de rayos X del complejo
[Pd"CI(L1)(dppf)] no es representativo del bulk de la muestra, lo que ratifica que en
solucion las tiosemicarbazonas se mantienen como ligandos anionicos en los ocho
complejos.

Los espectros de *H-RMN de los ocho complejos fueron medidos cada 24 horas durante
5 dias. No se observo modificacion alguna en los espectros (corrimientos ni cambios en
la multiplicidad de las sefiales, como tampoco aparicidn de nuevas sefiales en el espectro),
lo que da cuenta de la estabilidad que poseen los compuestos en soluciéon de DMSO
durante el tiempo de estudio.

La indentificacion de las sefiales de los atomos de carbono se realizO mediante

experimentos de *C-RMN y 'H-3C HSQC. Utilizando espectros de acoplamiento
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heteronuclear a un enlace (HSQC) se identificaron los &tomos de carbonos unidos a los
protones previamente asignados en los espectros H-RMN. Para la identificacion del
atomo de carbono cercano al sitio de coordinacion (-C=S), la asignacion de esta sefial se
realizd directamente en los espectros de *C-RMN, basandose en valores de
desplazamiento quimico reportados en otros complejos con estas mismas
tiosemicarbazonas [47]. La tabla 6.20 resume los valores de desplazamiento quimico (3)
de las sefiales correspondientes a los &tomos de carbono de los complejos M-dppf-L.

Tabla 6.20: Valores de desplazamiento quimico (5) del espectro *3C-RMN en ppm, de los
ocho complejos [M"(L)(dppf)](PFe).

C L1 L2 L3 L4
Pd" [ Pt" | Pd" | Pt" | Pd" [ Pt" | Pd" [ Pt"
2 | 135,12 | 135,09 | 133,09 | 133,13 | 132,82 | 132,92 | 132,99 | 134,34
3 | 123,08 | 134,81 | 122,67 | 129,10 | 128,90 | 128,94 | 128,66 | 128,81
5 | 140,12 | 141,81 | 140,98 | 142,68 | 143,23 | 142,72 | 142,70 | 142,50
8 | 174,94 | 176,44 | 174,50 | 177,69 | 174,54 | 17585 | 173,19 | 179,08
10 [ 134,20 [ 132,96 | 76,24 | 3407 | ° : - -

11 - - - - 14,30 | 13,59 - -
0-C - - - - - - 121,45 | 128,67
m-C - - - - - 129,31 | 129,40
p-C - - - - 124,76 | 128,45

Ca 75,10 | 76,29 | 7509 | 7495 | 7494 | 7522 | 75,14 | 73,94
Co 7558 | 7568 | 75,70 | 77,02 | 77,61 | 7560 | 75,42 | 77,65
Ce 77,76 | 77,20 | 7799 | 7543 | 77,85 | 77,11 | 77,60 | 75,59
Ce 75,78 | 7487 | 7580 | 76,02 | 76,39 | 76,30 | 76,27 | 77,81
Cpph2 | 134,93 | 135,10 | 134,96 | 135,22 | 135,13 | 135,63 | 135,38 | 135,31
134,72 | 134,20 | 134,22 | 134,30 | 134,30 | 134,93 | 134,36 | 134,86
129,93 | 129,32 | 132,92 | 129,68 | 133,05 | 130,50 | 132,98 | 132,36

129,00 | 129,09 | 129,08 | 129,10 | 128,96 | 128,78 | 129,76 | 129,98
2: Solapado con sefales del solvente

6.3.3.2 Estudio electroquimico

El estudio electroquimico de los ocho complejos M-dppf-L fue realizado mediante
voltametria ciclica a temperatura ambiente, utilizando una solucién 1 mM de cada
complejo en acetonitrilo. Se utilizé un electrodo de carbdn vitreo como electrodo de
trabajo, un electrodo de Ag/AgCl como electrodo de referencia, y uno de platino como
electrodo auxiliar.

Se realiz6 un barrido de potencial entre -1,8 y 1,5 V a una velocidad de 100 mV/s, donde

en estas condiciones todos los complejos resultaron ser especies electroactivas. Los ocho
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complejos mostraron un comportamiento electroquimico similar, y en la figura 6.38 se

muestra, como ejemplo, el voltamograma ciclico medido para el compuesto Pt-dppf-L1.

i (wA)

1.5

1.0

0.5

I ' O:O
E (V)

-0.5

-1.0

-1.5

Figura 6.38: Voltamograma ciclico del complejo [Pt"(L1)(dppf)](PFe).

Los valores de potencial de los procesos electroquimicos identificados en los

voltamogramas de los ocho complejos se resumen en la tabla 6.21.

Tabla 6.21: Datos electroquimicos de los compuestos [M"(L)(dppf)](PFs).

Compuesto

Fell/Fel

Cupla Il (HL)

Cupla 111 (HL)

Epa Epc

Ein

Epa

Epc

Epa Epc

Pd-dppf-L1

1,14 | 1,04

1,09

-0,61 (-0,92)

-0,73 (-0,80)

-0,96 | -0,94 (-1,02)

Pd-dppf-L2

1,14 | 1,05

1,10

-0,60 (-0,98)

-0,70 (-0,85)

-0,91 | -0,96 (-1,11)

Pd-dppf-L3

1,15 | 1,04

1,10

-0,71 (-0,95)

-0,71 (-0,84)

-0,94 | -0,97 (-1,10)

Pd-dppf-L4

1,14 | 1,03

1,09

-0,55 (-0,92)

-0,65 (-0,81)

-0,94 | -0,92 (-1,04)

Pt-dppf-L1

1,13 | 1,06

1,10

-0,59 (-0,92)

-0,66 (-0,80)

20,93 | -1,00 (-1,02)

Pt-dppf-L2

1,13 | 1,05

1,09

-0,60 (-0,98)

-0,67 (-0,85)

-0,97 | -1,03 (-1,11)

Pt-dppf-L3

1,13 | 1,05

1,09

-0,60 (-0,95)

-0,67 (-0,84)

-0,99 | -1,07 (-1,10)

Pt-dppf-L4

1,12 | 1,06

1,09

-0,52 (-0,92)

-0,61 (-0,81)

-0,82 | -0,91 (-1,04)

En el barrido hacia potenciales negativos, se observaron dos procesos electroquimicos

que estan asociados al ligando tiosemicarbazona. En la zona de potencial cercana a -0,6

V (referido al electrodo Ag/AgCl) se observo un proceso de reduccion cuasi reversible
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(proceso I1) el cual fue atribuido a la reduccion del grupo nitro a nitro anion radical (R-
NO."") mediante la transferencia de un electron, similar a lo observado en los complejos

RuCpL del capitulo 4 e igual a lo reportado en los estudios electroquimicos de otros
complejos con estos mismos ligandos [47-49,96,97]. Hacia potenciales mas negativos se
observo en todos los casos otro proceso de reduccion cuasi reversible correspondiente a
la posterior reduccion al derivado de hidroxilamina (R-NHOH) [98,99].

Al comparar los valores de potencial del proceso electroquimico 11 de cada complejo con
la correspondiente tiosemicarbazona en la forma libre, se observo un desplazamiento de
hasta 0,38 V hacia potenciales menos negativos (figura 6.39). Esta disminucion en el
valor de potencial sefiala que el proceso de reduccion del grupo nitro en los ligandos HL
estaria siendo favorecido cuando éstos estan unidos al fragmento organometalico
{M(dppf)}. El aumento de la capacidad de reduccion de los ligandos en los complejos
organometalicos podria relacionarse, a su vez, con un aumento de la capacidad de
biorreduccion intracelular de éstos en los parasitos de T. cruzi (mecanismo de accion
antichagésico de estas tiosemicarbazonas bioactivas). Tal como se observo en los
complejos RuCpL, como también en otros complejos metalicos que incluyen las
tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido, un desplazamiento hacia menores
potenciales de reduccidn de este par redox favorece la generacién de EROS en T. cruzi
[47-49,97].

En el proceso electroquimico Il también se observo una disminucién del potencial del
pico catodico entre los complejos y el respectivo ligando HL, pero ademas se observé que
la irreversibilidad de este proceso en el ligando libre, se convierte en cuasi reversible

cuando se encuentra inmerso en el complejo [M"(L)(dppf)](PFe).
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Figura 6.39: Voltamograma ciclico del complejo [Pt"(L1)(dppf)](PFs) y del ligando HL1
en la direccidén catddica a una velocidad de barrido de 100 mV/s.

En la zona hacia potenciales anddicos, todos los voltamogramas mostraron un proceso de
oxidacion reversible (proceso I) correspondiente al par redox Fe(I1)/Fe(111) del fragmento
de ferroceno del ligando dppf [18,59,60]. La diferencia entre el potencial del pico
catodico y del pico anddico fue cercana a 0,059/n voltios (n = nimero de electrones
transferidos en el proceso redox), correspondiente a un proceso de oxido-reduccién
reversible de transferencia de un electron [61-64]. Para confirmar la reversibilidad de este
proceso electroquimico, se evalu6 esta cupla redox en un rango restringido de potencial
a diferentes velocidades de barrido (entre 50 y 500 mV/s). La figura 6.40 muestra, como
ejemplo, el estudio realizado en el complejo Pt-dppf-L1, donde se observa que los valores
de E, permanecen invariantes a los cambios de velocidad de barrido y que la relacion
entre ipa/ipc €S cercana a uno en todas las velocidades estudiadas. Ademas, se observo una
relacion lineal entre ip y v (figura 6.40 b) que segln la ecuacion de Randles-Sevcik
(ecuacion 6.1), y sumado a todo lo expuesto, confirma la reversibilidad de este proceso

redox.
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Figura 6.40: (a) Voltamograma ciclico a diferentes velocidades de barrido en un rango de
potencial entre 0,6 y 1,5 V del compuesto [Pt"(L1)(dppf)](PFs) y (b) grafica
representativa de la ecuacion de Randles-Sevcik para el complejo ([Pt"(L1)(dppf)](PFs).

Los valores de n, A, D y C en la ecuacion son constantes en ambos sistemas.

6.3.3.3

Lipofilia
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La lipofilia es una propiedad fisicoquimica relevante para potenciales farmacos, ya que
es uno de los principales factores que controlan el paso a través de la membrana celular
[100]. Se evaluo esta propiedad para analizar el efecto que tiene la inclusion del fragmento
organometalico {M(dppf)} sobre la lipofilia de las tiosemicarbazonas, y a su vez, para
relacionar posteriormente esta propiedad con la actividad bioldgica de los complejos.

La lipofilia se determind por cromatografia en capa fina de fase reversa (TLC-C18),
utilizada para simular los lipidos hidrofébicos de las membranas celulares. Se utilizo
como fase madvil una mezcla metanol/DMF/H20 65:5:30 v/v/v intentando simular un
medio hidrofilico. La composicion de la fase mdvil se puso a punto para diferenciar los
complejos entre si y éstos con las tiosemicarbazonas en la forma libre. La tabla 6.22
resume los valores de R medidos en estos estudios y los Rwm calculados a partir de ellos
para los complejos M-dppf-L y los ligandos HL medidos en las mismas condiciones

experimentales.

Tabla 6.22: Valores de Rwm calculados para los complejos [M"(L)(dppf)](PFe) y los
ligandos HL utilizando la fase mévil metanol/DMF/H20 65:5:30 v/v/v.

Compuesto Rs Rm
HL1 0,91 -1,00
Pd-dppf-L1 0,48 0,03
Pt-dppf-L1 0,51 -0,02
HL2 0,90 -0,95
Pd-dppf-L2 0,46 0,07
Pt-dppf-L2 0,44 0,10
HL3 0,89 -0,90
Pd-dppf-L3 0,41 0,16
Pt-dppf-L3 0,41 0,16
HL4 0,72 -0,41
Pd-dppf-L4 0,33 0,31
Pt-dppf-L4 0,31 0,35
Rwm = logao [(1/Rf) —1]

Todos los complejos resultaron ser mas lipofilicos que las correspondientes

tiosemicarbazonas en la forma libre. Este resultado avala la hipotesis planteada de que la
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inclusion del fragmento organometéalico {M(dppf)}aumentaria la lipofilia de los
compuestos. Ademas, se observo un aumento de la lipofilia al aumentar el largo de la
cadena alifatica del sustituyente R de este ligando.

A continuacion se presentan los resultados de actividad antiparasitaria in vitro, y se
analizara si esta propiedad fisicoquimica tiene una relacion directa con la actividad

bioldgica de los compuestos.

6.3.4 Actividad biologica
6.3.4.1 Actividad antiparasitaria
6.3.4.1.1 Actividad contra Trypanosoma cruzi

La actividad de los compuestos M-dppf-L fue evaluada in vitro sobre la forma
tripomastigota de T. cruzi (fase infectiva del paréasito en el huésped mamifero) de la cepa
Dm28c. La actividad anti-T.cruzi observada en estos estudios se compard con los
resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de investigacion de la evaluacion in
vitro de los ligandos bioactivos en la forma libre (en las mismas condiciones
experimentales) [101]. En la tabla 6.23 se resumen los valores de ICso obtenidos a partir
de las correspondientes curvas dosis-respuesta. Parte de los estudios fueron realizados
durante dos pasantias de investigacion realizadas en el Instituto de Ciencias Biomédicas
Meédicas (ICBM) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Tabla 6.23: Actividad bioldgica in vitro de los complejos [M"(L)(dppf)](PFs) contra
tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c).

Compuesto 1Cso0 (uM)
HL1 98+15%
Pd-dppf-L1 7,58 + 0,10
Pt-dppf-L1 3,11 +£0,05
HL2 174+£19°%
Pd-dppf-L2 1,42 +0,02
Pt-dppf-L2 0,79 £ 0,06
HL3 185+1,7%
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Pd-dppf-L3 3,6 £0,05
Pt-dppf-L3 0,76 £ 0,03
HL4 22,7+16°
Pd-dppf-L4 29,42 +2,03
Pt-dppf-L4 1,32+0,21

& Datos de referencia [101]

Los ocho compuestos resultaron ser activos contra la forma infectiva de T. cruzi,
mostrando una elevada actividad citotoxica con valores de ICsp en el rango micromolar o
submicromolar. A excepcion del complejo Pd-dppf-L4, los compuestos mostraron un
incremento de la actividad antitripanosomal en comparacion al respectivo ligando
bioactivo libre, observandose un aumento de la actividad de hasta 24 veces (ver complejo
Pt-dppf-L3). Los complejos de Pt(ll) mostraron una mayor actividad anti-T.cruzi que los
complejos analogos de Pd(l1), obteniéndose una actividad hasta 22 veces superior que la
de su respectivo analogo de paladio (ver complejos con ligando L4).

Como se muestra en la tabla 6.23, las tiosemicarbazonas HL disminuyen su actividad al
aumentar la complejidad del sustituyente R. Sin embargo, al incluir el fragmento
organometalico {M(dppf)} esta tendencia se vio modificada, observandose la mayor
actividad antichagasica en aquellos complejos que incluyen a los ligandos L2 y L3.

La actividad in vitro contra la forma tripomastigota del farmaco antichagasico de
referencia Nifurtimox, medida previamente en las mismas condiciones experimentales,
mostro un valor de I1Cso de 20,1 £ 0,8 uM [97]. Siete de los complejos sintetizados
mostraron una actividad anti-T. cruzi mayor al Nifurtimox, observandose una actividad
de 3 a 26 veces superior a la de éste.

Cabe destacar que la actividad anti-T.cruzi observada para los complejos M-dppf-L sobre
la fase infectiva del parasito es la més alta encontrada hasta la fecha en compuestos de

coordinacion que incluyen a estas tiosemicarbazonas bioactivas [47-50,97,101].

6.3.4.1.2 Actividad contra Trypanosoma brucei

Los complejos M-dppf-L fueron evaluados in vitro contra la forma infectiva de T. brucei
brucei (cepa 427). La tabla 6.24 muestra los valores de ICso obtenidos en estos estudios,
donde se incluyeron los valores de ICso reportados para los ligandos bioactivos libres,

evaluados previamente en las mismas condiciones [96].
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Tabla 6.24: Actividad in vitro de los complejos [M"(L)(dppf)](PFs) y de los ligandos HL
contra la forma infectiva de T. brucei brucei (cepa 427).

Compuesto 1Cs0 (uM)
HL1 1,1°
Pd-dppf-L1 0,90 + 0,05
Pt-dppf-L1 0,77 + 0,02
HL2 11,02
Pd-dppf-L2 0,93 + 0,03
Pt-dppf-L2 0,60 = 0,03
HL3 173
Pd-dppf-L3 0,98 + 0,06
Pt-dppf-L3 0,52 + 0,03
HL4 >100 ?
Pd-dppf-L4 1,56 + 0,04
Pt-dppf-L4 1,01 + 0,04

& Datos de referencia [96]

Los ocho compuestos testeados mostraron una elevada actividad contra el parasito con
valores de I1Csp en el rango submicromolar (0,52 pM - 1,56 uM). Por primera vez en el
trabajo del grupo con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido se observo, en
una serie completa de compuestos, actividad citotoxica contra la forma infectiva de ambos
parasitos genéticamente relacionados.

Los complejos de Pt(Il) mostraron un mayor efecto antiproliferativo que sus analogos de
paladio, siendo aquellos que incluyen a los ligandos L2 y L3 los que mostraron la mayor
actividad anti-T.brucei, resultado similar al observado en los estudios in vitro contra T.
cruzi.

Los ligandos bioactivos HL, que fueron evaluados previamente por Demoro y col. [96],
mostraron una baja actividad citotoxica contra la forma infectiva de T. brucei (incluso
HL4 no mostré actividad contra el parasito), observandose una disminucion en la
actividad al aumentar la complejidad del sustituyente R, resultado semejante al obtenido
in vitro contra T. cruzi. Esta tendencia en la actividad fue observada también en los

complejos de Pd(1l). Sin embargo, esta tendencia cambio para los complejos de platino,
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observandose la misma tendencia que en los estudios in vitro contra T. cruzi (Pt-dppf-
L3> Pt-dppf-L2> Pt-dppf-L1> Pt-dppf-L4).

Al comparar la actividad anti-T.brucei de cada ligando HL con la del respectivo complejo
organometalico M-dppf-L, se observo un aumento de la actividad antiparasitaria de 2 a
100 veces (en Pd-dppf-L1 y M-dppf-L4, respectivamente).

En base a antecedentes reportados en la literatura por nuestro grupo de investigacion, y
segun lo desarrollado en este trabajo de tesis, se puede inferir que la inclusién de
fragmentos organometalicos coordinados a los ligandos bioactivos HL favorece
directamente la actividad antiproliferativa contra T. brucei. Los primeros complejos
organometalicos testeados contra este parasito fueron los dimeros [Ru'z(p-
cimeno)z(L)2]X2 ( X = Cl o PFs) [96], donde la mayor actividad fue observada en el
complejo que incluyé al ligando L4 (ICso = 0,5 uM). Posteriormente, fueron evaluados
los complejos RuCpL descritos en el capitulo 4, donde el complejo con resultados mas
promisorios fue RuCpL3 (ICso = 3,5 uM). En base a estos antecedentes, en general la
serie de complejos M-dppf-L es la que posee la mayor actividad citotoxica contra los
pardsitos de T. brucei. Si bien la actividad bioldgica del complejo [Ru'z(p-
cimeno)2(L4)2]Cl2 es similar a la de Pt-dppf-L3, cabe destacar que la serie completa de
compuestos M-dppf-L posee una elevada actividad citotdxica contra el parasito, mientras
que en los dimeros [Ru'z(p-cimeno)z(L)2](X)2 es sélo uno de los compuestos quien
mostré el aumento de la actividad. De esta manera, la inclusion del fragmento derivado
del ferroceno generaria un efecto directo sobre el aumento de la actividad contra
Trypanosoma brucei.

Por otro lado, no se observé una correlacion entre la actividad antiparasitaria (contra T.
cruzi y T. brucei) vy la lipofilia medida para los compuestos. En particular, los complejos
que incluyeron el ligando HL4 fueron los mas lipéfilicos, pero no fueron los compuestos
mas activos. De hecho, ambos complejos (Pd-dppf-L4 y Pt-dppf-L4) mostraron similar
lipofilia, pero diferente actividad citotoxica contra los parasitos.

En resumen, la evaluacion in vitro de los complejos M-dppf-L en la forma infectiva de
ambos parasitos, mostro un notable aumento de la actividad antiparasitaria de los ligandos
bioactivos en la forma libre. En ambos estudios se demostrd que los complejos Pt-dppf-
L2 y Pt-dppf-L3 son los mas activos, convirtiéndolos asi en agentes promisorios contra

estos dos parasitos tripanosomatidos.
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6.3.4.2 Citotoxicidad inespecifica

Se evaluo la citotoxicidad inespecifica in vitro de los compuestos M-dppf-L sobre células
endoteliales EA.hy926, utilizadas como células mamiferas modelo. Las células se
testearon con diferentes concentraciones de cada complejo en un rango de hasta 50 uM.
No se observé actividad citotoxica hasta esa dosis. Se calcularon los indices de
selectividad (IS) de cada complejo como el cociente entre el 1Cso sobre EA.hy926 v el
ICso sobre cada parasito. Se obtuvieron buenos a muy buenos indices de selectividad hacia
ambos parasitos. La tabla 6.25 resume los valores de IS calculados para los ocho

complejos.

Tabla 6.25: indices de selectividad (IS) calculados.

Compuesto IS 2(T. cruzi) IS P (T. brucei)
Pd-dppf-L1 >7 >55
Pt-dppf-L1 >16 >65
Pd-dppf-L2 >35 >54
Pt-dppf-L2 >63 >83
Pd-dppf-L3 >14 >51
Pt-dppf-L3 >66 >56
Pd-dppf-L4 >2 >32
Pt-dppf-L4 >38 >50

& 1S = ICs0 EA.hy926/ICso T. cruzi

b: IS = I1Cs0 EA.hy926/ICso T. brucei

ICs0 EA.hy926: > 50 uM

Se observd una significativa disminucion de la toxicidad de los ligandos HL por la
generacion de los complejos M-dppf-L. Estos complejos organometélicos constituyen la
primera familia de compuestos que muestran simultaneamente actividades interesantes y
de buenos a muy buenos indices de selectividad en ambos parasitos.

En relacion a Tripanosoma cruzi, los complejos mostraron de moderadas a muy buenas
selectividades hacia el parasito observandose valores de IS entre 2 y 66. Estos valores de
IS fueron incluso superiores a los calculados para los complejos M-dppf-mpo, en los
cuales se habia planteado que si bien la presencia del fragmento organometalico no tenia

una influencia considerable sobre la actividad antiparasitaria (en comparacion a los
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complejos homolépticos [M'(mpo)2]), si generd un importante aumento sobre la
selectividad hacia el parasito. En los complejos M-dppf-L, la inclusién de este fragmento
organometalico generd un aumento en la actividad antiparasitaria (en comparacion al
ligando libre y a todos los complejos metalicos con estos mismos ligandos bioactivos) y
también un incremento importante de la selectividad hacia el parésito.

La serie completa de los compuestos M-dppf-L mostr6 también una muy buena
selectividad hacia T. brucei. Los indices de selectividad calculados fueron entre 32 y 83,
y son los valores méas elevados que han sido observados en estudios in vitro con

compuestos de coordinacion que incluyen estos mismos ligandos bioactivos [96].

6.3.5 Mecanismo de accion

6.3.5.1 Generacion de especies radicalarias en Trypanosoma cruzi

La generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) causantes de estrés oxidativo en
los parasitos de T. cruzi, es uno de los mecanismos de accion antichagasico propuesto
para los ligandos bioactivos HL. Esto motivo estudiar la posible generacion de EROS por
parte de los compuestos M-dppf-L en los paréasitos de T. cruzi.

Los estudios se realizaron sobre epimastigotas de T. cruzi, las que fueron incubadas
durante cinco minutos con cada complejo. Al igual que todos los experimentos de EPR
realizados en este trabajo de tesis, se implementd la técnica de spin trapping incluyendo
DMPO como atrapador de radicales de cortos tiempos de vida, permitiendo asi identificar
patrones espectrales asociados a los diferentes aductos de espin. Los complejos fueron
incorporados al medio a partir de diluciones de una solucion stock preparada en N,N-
dimetilformamida (DMF). No se pudo utilizar DMSO como disolvente de los compuestos
ya que se observd una intensa sefial en el blanco de medida del espectro de EPR
(complejo-DMSO-DMPOQ), cuya presencia invalidaria la posible identificacién de algin
radical generado en los parasitos por efecto de los compuestos (no se logré identificar el
tipo de radical asociado a esta sefial).

Se registraron los espectros de EPR luego de la incubacion. Se muestra como ejemplo el
espectro de EPR experimental y simulado de los parasitos tratados con el complejo Pd-
dppf-L4 (figuras 6.41 y 6.42). A pesar de que no se obtuvo una buena resolucion de los

espectros experimentales, todos ellos mostraron un patrén espectral similar permitiendo
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identificar inequivocamente dos aductos de espin (figuras 6.41 y 6.42). A partir de la

simulacion se calcularon las contantes de acoplamiento hiperfino de estos dos aductos.

1)

15G

(1)

1)

1)

1)

1)

Figura 6.41: (a) Espectro de EPR experimental (linea negra) y simulacion del aducto de

espin de DMPO-nitrocompuesto (linea roja) obtenido luego de 5 minutos de incubacién

de epimastigotas de T. cruzi con el complejo [Pd"(L4)(dppf)](PFe).
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Figura 6.42: Espectro de EPR experimental (linea negra) y simulacion del aducto de espin
DMPO-OH' (linea roja) obtenido luego de 5 minutos de incubacion de epimastigotas de
T. cruzi con en el complejo [Pd"(L4)(dppf)](PFs).

En el espectro de la figura 6.41 se muestra el aducto de espin DMPO-nitrocompuesto, el
cual corresponde a un patron espectral de seis lineas de igual intensidad relativa (lineas
(1)). Las constantes de acoplamiento hiperfino calculadas (aN = 16,1 G y a" = 23,1 G)

estan de acuerdo con el atrapamiento de un radical centrado en carbono [102]. Este aducto
de espin esta asociado con la generacion del nitro anion radical NO2~ generado por la

biorreduccion intracelular de los complejos M-dppf-L.

El segundo aducto de espin identificado (figura 6.42) corresponde a un patron de 4 lineas
(lineas (2)) de relacion de intensidades 1:2:2:1, cuyas constantes de acoplamiento
hiperfino calculadas fueron an = a4 = 14,8 G. Este patron espectral corresponde al
atrapamiento del radical hidroxilo (aducto de espin DMPO/OH-).

Los valores de constantes de acoplamiento hiperfino calculados para estos dos aductos de
espin se encuentran dentro de los mismos intervalos observados en otros complejos que
incluyen estas mismas tiosemicarbazonas [47,48,50,97,101] u otros nitro compuestos que
generan el nitro anidn radical y el radical hidroxilo [103,104].

Estos resultados confirman que, al igual que los ligandos bioactivos HL en su forma libre,
los complejos M-dppf-L poseen la capacidad de generar especies radicalarias en los

parasitos de T. cruzi. Esto sugiere que la biorreduccién de los complejos (que genera el
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nitro anion radical) estaria seguida por la participacion de los mismos en el proceso de
reciclaje redox, produciendo finalmente radicales hidroxilo toxicos para el parasito como
parte del probable mecanismo de accion anti-T.cruzi de estos complejos.

6.3.5.2 Efecto sobre el consumo de oxigeno de Trypanosoma cruzi

A partir de los resultados observados en los experimentos de EPR, es posible entonces
pensar que los complejos tendrian un efecto directo sobre la velocidad de consumo de
oxigeno de los parasitos. Una de las metodologias empleadas para conocer la variacion
del consumo de oxigeno de los parasitos se basa en la medicion del oxigeno disuelto
utilizando un electrodo de Clark (oxigrafia).

Se realizaron estudios para conocer la variaciéon del consumo de oxigeno en los paréasitos
de T. cruzi en presencia de los complejos M-dppf-L. Segun lo descrito en el capitulo 3,
los parésitos de epimastigotas de T. cruzi fueron tratados con una concentracién final de
40 uM de cada complejo (disuelto en DMSO) y se registr6 la variacion de la
concentracion de oxigeno en el tiempo a 28°C. A partir de la pendiente de las gréaficas,
[O2] en funcion del tiempo, se analizo la variacion de la velocidad del consumo de
oxigeno en los parésitos luego de ser tratados con cada complejo. La variacion observada
fue comparada contra parésitos tratados s6lo con DMSO (control). Los resultados se

resumen en la tabla 6.26.

Tabla 6.26: Efecto del agregado de los complejos [M'(L)(dppf)](PFs) sobre la velocidad
de consumo de oxigeno en epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c)

Compuesto Aumento del consumo de
oxigeno (%) respecto al control
Pd-dppf-L1 23,1
Pt-dppf-L1 35,9
Pd-dppf-L2 16,5
Pt-dppf-L2 22,5
Pd-dppf-L3 93,6
Pt-dppf-L3 8,2
Pd-dppf-L4 24,7
Pt-dppf-L4 79
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Todos los complejos generaron un aumento de la velocidad de consumo de oxigeno de
los parasitos. Segun lo sefialado en el capitulo 2 (ver esquema de la figura 2.2), el aumento
de la velocidad de consumo de oxigeno de los parasitos de T. cruzi estaria directamente
relacionado con la generacion de EROS. Este resultado confirma la hipoétesis de la
participacién de los compuestos en el proceso de reciclaje redox del parasito mediante la
biorreduccion intracelular. EI complejo Pd-dppf-L3 mostré el mayor aumento de la
velocidad de consumo de oxigeno, y por el contrario, el complejo Pt-dppf- L4 fue el que
mostré la menor variacion. Sin embargo, no se observé una correlacion entre los
resultados de actividad in vitro contra T. cruzi y el efecto sobre el consumo de oxigeno
de los parasitos.

6.3.5.3 Estudio de cambios redox intracelulares en Trypanosoma brucei

Un enfoque general para el desarrollo de nuevos farmacos contra parasitos
tripanosomatidos es el lograr identificar diferencias claves en el metabolismo entre el
huésped y el patdgeno, para utilizarlas en el disefio de agentes antiparasitarios. Uno de
estos procesos es el metabolismo tiol de los tripanosomatidos [106] que se caracteriza por
la dependencia que tiene con el hexapéptido tripanotiona (figura 6.43) [107]. La
tripanotiona, N, N&-bis-(glutationil)espermidina, es el principal agente antioxidante de
células eucariotas y es fundamental para el crecimiento y proliferacion de los paréasitos
tripanosomatidos [108]. Una de sus principales funciones es mantener el equilibrio redox
celular en los parasitos, realizando la funcién que realiza el glutation en las células del

hospedero mamifero [108,109].
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Figura 6.43: Estructura molecular de la tripanotiona en su forma reducida T(SH)2y de la
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tripanotiona en su forma oxidada T(S)2

Por ser organismos aerobicos, los parasitos tripanosomatidos estan expuestos a especies
reactivas de oxigeno (EROS) producidas por el metabolismo celular o por agentes
externos y/o el huésped. Los grupos tidlicos de la tripanotiona son fundamentales en la
defensa antioxidante del paréasito. Las reacciones redox dependientes de NADPH pueden
generar la oxidacién a su forma disulfuro T(S), la cual puede ser reducida a la forma
T(SH)2 por la tripanotiona reductasa, lo que conduce a la disminucion de los niveles de
radicales libres y al mantenimiento de un ambiente celular reducido.

Se confirmé que los complejos M-dppf-L son capaces de generar EROS en T. cruzi
debido a la probable biorreduccion intracelular del grupo nitro del ligando bioactivo y/o
por la oxidacion de Fe(ll) del fragmento de ferroceno (que fue confirmado por los
experimentos de EPR en los complejos M-dppf-mpo). La generacion de EROS

intracelular por parte de los complejos podria generar la oxidacién de macromoléculas,
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como proteinas con grupos tiol y metabolitos de bajo peso molecular como la tripanotiona
T(SH)2.

Utilizando un biosensor redox que fue expresado en los parasitos de T. brucei, se estudid
la potencial actividad redox de los complejos M-dppf-L como parte del probable
mecanismo causante de la muerte en los parasitos. El biosensor redox utilizado (hGrx-
roGFP2) estd constituido por la glutaredoxina humana hGrx acoplada a una proteina
verde fluorescente roGFP2 que es sensible a cambios redox. Esta unién le brinda la
capacidad de identificar cambios en el par redox glutation/glutation disulfuro
(GSH/GSSG) que se ven reflejados en variaciones en la intensidad de fluorescencia. A
nivel general, el mecanismo del biosensor consta de tres etapas que se resumen en la
figura 6.44. En la primera etapa el glutation disulfuro (GSSG) reacciona con la cisteina
nucleofilica del sitio activo de hGrx, generando una cisteina glutationilada (S-SG) y un
glutation reducido (GSH). Luego, el disulfuro mixto de hGrx (S-SG) es atacado por una
de las cisteinas redox sensibles del biosensor roGFP2, generando la forma glutationilada
del sensor y la forma reducida de hGRx. Finalmente se forma el disulfuro entre una de
las cisteinas de roGFP2 y el glutatién por medio de la formacion de un enlace disulfuro
intramolecular en roGFP2 liberando asi otro GSH. Este ultimo paso genera un cambio de
la intensidad de fluroescencia en roGFP2 al excitar con una longitud de onda de 488 nm
(relacionado al biosensor reducido) y de 405 nm (biosensor oxidado) [110,111].

§ A, 510nm (A,488nm)
Aem 510nm (A, 405nm)

Elementotransductor Sensor redox
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Figura 6.44: Esquema representativo del funcionamiento del biosensor redox hGrx-

roGFP2 [110,112].

Se expres0O este biosensor redox en los parasitos de T. brucei, y éstos fueron luego
incubados durante 24 horas con cada complejo M-dppf-L a concentraciones similares y
mayores al 1Cso obtenido en los estudios in vitro (0,37 a 3,30 uM). Se analiz6 el estado
redox del biosensor siguiendo la variacion de la relacién de intensidad de fluorescencia
(TF, Xem =510 nm) a Xex 405/ Aex488 nm. En este estudio, un aumento de esta relacion sera
indicativa de la oxidacién del biosensor in vitro que se asocia directamente a cambios
GSH/GSSG, causado probablemente por la capacidad oxidante de los complejos. La
figura 6.45 muestra el estado redox del biosensor expresado en los parasitos (graficados
como biosensor reducido) luego de la incubacion con las diferentes concentraciones de

cada complejo.
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Figura 6.45: Cambios redox intracelulares inducidos por los complejos

[M'"(L)(dppf)](PFs) sobre T. brucei brucei. Los valores son expresados como porcentaje
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de reduccion del biosensor (x DS) relativo a las condiciones del control (1% v/iv DMSO)

en tres réplicas.

Los complejos Pt-dppf-L1 y Pt-dppf-L2 fueron los Unicos que generaron oxidacion del
biosensor de casi un 30 % luego de afiadir una concentracion de 4 y 5 veces,
respectivamente, su valor de ICso (barras marcadas con *). Este porcentaje de oxidacion
del biosensor es equivalente a la oxidacion causada por H-02 (250 uM), agente oxidante
exogeno, en las mismas condiciones experimentales. Un efecto contrario se observo en el
complejo Pd-dppf-L1 (barra marcada con #) el cual mostré un incremento del 40 % de la
relacion de fluorescencia del biosensor, lo que podria relacionarse con la reduccion del
biosensor o el incremento de la expresion del mismo en los parasitos.

En base a los resultados obtenidos, se realizd un experimento para determinar si los
cambios redox intracelulares reportados por el biosensor son causados por la oxidacion
mediada por los complejos sobre las cisteinas del biosensor o del grupo tiol del GSH
fisioldgico. Para esto, se purifico la forma reducida del biosensor hGrx-roGFP2 en una
concentracion de 1 uM y se incubd in vitro durante una hora con 10 veces de exceso de
la concentracion de ICso (10 x 1Cso) de Pt-dpf-L1 o Pt-dppf-L2, y también en ausencia o
presencia de concentraciones equimolares de GSH (10 uM). Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 6.46.

Control Pt-dppf-L1 Pt-dppf-L2
HL1 HL2 dppf [PdCl(dppf)] [PtCla(dppf)]
cssz csw O oz ssse CHasu ssso +DTT  +
0.6- +DTT + DTT + DTT
£
c
8
<
=
¥ 0.4
c
8
<
S
c
0
E 0.24
[
o

Figura 6.46: Estudio de los posibles cambios redox inducidos por los complejos M-dppf-

L in vitro sobre el biosensor o el glutatién. Se midié a una longitud de onda de emision
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de 510 nm, y de excitacion de 405 nm y 488 nm. Se representa la relacion de la intensidad
de fluoresecencia 405/488 correspondiente a la oxidacion del biosensor redox a su forma
disulfuro.

El analisis revelé que ninguno de los compuestos testeados fue capaz de actuar como
oxidante directo de las cisteinas del biosensor o de GSH in vitro, debido a que no se
observaron cambios en la relacion IF4os/IF4ss para las muestras que contenian Grx-
roGFP2 reducido con y sin GSH (ver barras A y B, respectivamente). Para descartar una
potencial interferencia de los complejos en la respuesta del biosensor, se realizaron
nuevos experimentos. En el primero de ellos, se afiadid6 GSSG (oxidante especifico del
biosensor) en la incubacidn, observandose en ambos casos, un aumento en la relacion de
intensidad de fluorescencia (ver barras C) lo que confirma la oxidacion del biosensor. En
el segundo experimento se afiadié DTT (agente reductor del biosensor) el cual se agrego
para reducir nuevamente al biosensor y verificar su capacidad redox reversible, y en
ambos casos se confirmo esta reversibilidad (ver barras D).

Considerando una potencial degradacién de los complejos a nivel intracelular, se
realizaron ensayos similares con los ligandos libres (HL1, HL2 y dppf) y ambos
precursores ([Pd"'Cl>(dppf)] y [Pt"Cl2(dppf)]) (a una concentracion de 10 uM). Los
resultados confirmaron que ninguno de ellos induce la oxidacion del biosensor (1 pM)
después de una hora de incubacion.

En conclusion, a partir de los ensayos realizados se puede inferir que el efecto oxidativo
intracelular desencadenado por los complejos M-dppf-L no es consecuencia de una
accion directa de ellos sobre el biosensor o el glutation. Sin embargo, y apoyado en los
resultados de los estudios realizados sobre T. cruzi, se puede inferir que éstos requieren
activacion a nivel celular para generar EROS vy llevar a cabo reacciones de oxidacion en
T. brucei [113].

6.3.5.4 Interaccion con ADN

Se estudio la posible interaccion de los complejos M-dppf-L con el ADN a efectos de

determinar si esta biomolécula puede ser un nuevo blanco de accién en los parasitos.

6.3.5.4.1 Interaccion con ADN mediante medidas de fluorescencia
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Se estudio la interaccion entre el ADN y los complejos M-dppf-L mediante experimentos
de desplazamiento de bromuro de etidio (BE) del aducto {ADN-BE} por medidas de
fluorescencia. ElI BE es una molécula conjugada plana que posee una débil emision
fluorescente intrinseca a las longitudes de onda apropiadas. En las condiciones
experimentales (pH = 7,4 en buffer Tris/HCI, 2 % v/v de DMSO) el espectro de
fluorescencia de esta molécula posee un maximo de emision a 601 nm (Aexc = 510 nm).
Cuando esta molécula interacciona con el ADN, especificamente mediante intercalacion,
induce un incremento del rendimiento cuéntico de fluorescencia que se expresa en un
espectro de emision con un maximo a 594 nm correspondiente al aducto {ADN-BE}
[115].

El aducto {ADN-BE} (Capn = 20 uM (por nucleétido), Cge = 10 uM) fue titulado con
concentraciones crecientes de cada complejo en un rango entre 0 y 110 uM, y luego de
30 minutos de incubacién se midieron los espectros de emision fluorescente (Aexc = 510
nm) en un rango entre 530 y 650 nm. La figura 6.47 muestra, como ejemplo, el espectro
de emision fluorescente corregido (segun se explicé en el capitulo 3) del aducto {ADN-

BE} incubado con los complejos Pd-dppf-L3 y Pt-dppf-L3.
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Figura 6.47: Quenching de la emision fluorescente del aducto {ADN-BE} (Aexc= 510 nm)

observado por la interaccion de los complejos: (a) [Pd"(L3)(dppf)](PFs) y (b)

[Pt"(L3)(dppf)](PFe).

En todos los espectros se observo una disminucion de la fluorescencia del aducto {ADN-
BE} al aumentar la concentracion de complejo, obteniéndose una disminucion de la
intensidad relativa de fluorescencia (% IF) de hasta un 80%, como se muestra en la figura
6.48. En ambas series de compuestos se observé que los complejos con el ligando L1 son
quienes generan el mayor grado de quenching fluorescente de este aducto.
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Figura 6.48: Intensidad relativa de fluorescencia (%) a Aem = 594 nm al incrementar la
concentracion de los complejos de (a) Pd(ll) y (b) Pt(Il). Cuadrados: complejos con el
ligando L1, circulos: complejos con el ligando L2, tridngulos: complejos con el ligando

L3 y rombos: complejos con el ligando L4.

A concentraciones de complejo superiores a 50 uM no se observaron variaciones en el
guenching de la fluorescencia del aducto. Sin embargo, se observé un desplazamiento
hacia el rojo del méaximo de emision fluorescente (figura 6.49). Se observo un
desplazamiento batocrémico de hasta 7 nm, cambiando el maximo de emision de 594 nm
a 601 nm (Amax caracteristico del espectro de BE libre) [50]. Este comportamiento seria

indicativo de un desplazamiento de BE del aducto como consecuencia de la interaccién
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de los complejos con la biomolécula, ya sea por intercalacion o por que la interaccion

induce cambios conformacionales en el ADN que afectan los sitios de unién con BE.

—oOouM
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= — 10 uM
20 uM
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— 90 uM
110 uM

IFcoryNormalizada @594 nm
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A (nm)
Figura 6.49: Intensidad relativa de fluorescencia normalizada al aumentar la

concentracion de complejo. Se muestra el espectro del aducto {ADN-BE} incubado con
el complejo [Pd"(L1)(dppf)](PFs).

Se evaluaron los mecanismos implicados en la desactivacion de la fluorescencia del
aducto {ADN-BE} mediante el analisis de Stern-Volmer [116]. El ajuste realizado en
cada sistema mostro en todos los casos una desviacion positiva de la linealidad de la
ecuacion de Stern-Volmer (figura 6.50). Este efecto es frecuentemente observado cuando
el grado de quenching es relativamente alto. La grafica es lineal a bajas concentraciones
de complejo, permitiendo calcular la constante de Stern-Volmer (Ksy) para cada sistema.

Los resultados de este ajuste se resumen en la tabla 6.27.
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Figura 6.50: Ajuste de Stern Volmer para la titulacion del aducto {ADN-BE} con
concentraciones crecientes del complejo [Pd"(L3)(dppf)](PFe).

Tabla 6.27: Constantes de Stern-Volmer y valor de R? obtenidos en el ajuste para los
sistemas [M'"(L1)(dppf)](PFs) en la union competitiva del aducto {ADN-BE} en medio
5 % DMSO/Tris/HCI.

Complejo Ksv (M1) | log Ksv R?

Pd-dppf-L1 66550 4,8 0,984
Pd-dppf-L2 27621 44 0,994
Pd-dppf-L3 29319 4,5 0,991
Pd-dppf-L4 21883 4,3 0,950
Pt-dppf-L1 101529 50 0,996
Pt-dppf-L2 18229 4,3 0,991
Pt-dppf-L3 43689 4,6 0,995
Pt-dppf-L4 36988 4,6 0,996

En conclusidn, todos los compuestos redujeron la intensidad de fluorescencia del aducto
{ADN-BE}, siendo los complejos con el ligando L1 los que mostraron el mayor grado
de quenching. Los valores de log Ksv obtenidos, a partir del ajuste de Stern-VVolmer, son
del mismo orden de magnitud a los reportados en los complejos [M"'CI(L)(PTA)] (M =
Pd o Pt) que incluyen a estas mismas tiosemicarbazonas [50] y a los complejos RuCpL

discutidos en el capitulo 4.
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6.3.6.2 Interaccion con ADN mediante medidas de dicroismo

circular

Se realizaron estudios de interaccion de los complejos M-dppf-L con ADN mediante
medidas de dicroismo circular (DC). EI dicroismo circular es una técnica
espectrofotométrica utilizada para analizar sistemas Opticamente activos generados
cuando existe quiralidad [117]. Las bases nitrogenadas del ADN son moléculas planas no
quirales (6pticamente inactivas), que al estar inmersas en el esqueleto fosfato-azucar del
ADN (mediante enlace glicosidico de C1 del aztcar a N9 de las purinas o N1 en las
pirimidinas) adquieren quiralidad (figura 6.51). Esta unién provoca una perturbacién de
la absorcion de la luz ultravioleta de las bases, donde el acoplamiento esteroespecifico de
las transiciones electronicas degeneradas entre bases cromdéforas vecinas, da como
resultado un espectro de dicroismo circular caracteristico del ADN en un rango entre 180
a 300 nm [118,119].

(a) NH, (b) NH,

o o)
| I
0—f|’—0 0—P—0O
5 I
N9-purinas N1-pirimidinas

Figura 6.51: Esqueleto fosfato-azucar del ADN donde se muestra (a) el enlace glicosidico
de C1 de ribosa a N9 de las purinas y (b) el enlace glicosidico de C1 de ribosa N1 en las

pirimidinas

Los estudios de DC en este intervalo de longitud de onda, proporcionan informacion sobre
las caracteristicas conformacionales de los &cidos nucleicos en solucion, y, por lo tanto,
permiten realizar un andlisis cualitativo de la conformacion del ADN (forma B, forma A,

Forma Z, entre otras estructuras del ADN). Se postula que la forma B del ADN es la méas
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frecuente en sistemas bioldgicos [120]. Esta presenta un espectro DC que muestra una
banda positiva con un maximo a 275 nm debida al apilamiento de bases del ADN, y una
banda negativa a 245 nm debida a la helicidad derecha del ADN [121,122]. Las moléculas
que interaccionan con el ADN son comunmente moléculas no quirales que al unirse a la
biomolécula pueden generar cambios en los espectros de dicroismo circular del ADN.
Estas variaciones conducen a cambios en la banda positiva y/o negativa (o0 ambas) propias
del espectro DC del ADN, las que pueden sufrir un aumento o una disminucion de la
intensidad, o un corrimiento batocromico o hipsocrémico. Estas modificaciones en los
espectros DC son indicativas de cambios conformacionales en la biomolécula debido a la
unién de un compuesto. A su vez, cambios en el tiempo y/o cambios totales en el espectro
DC podrian relacionarse con la ruptura de la estructura del ADN.

Por otro lado, la interaccion de pequefias moléculas con el ADN puede inducir sefiales en
el espectro de dicroismo circular del ADN en zonas donde éste no las posee (DCI =
dicroismo circular inducido) [121]. Las sefiales DCI son cominmente observadas cuando
existe una fuerte interaccion de estas moléculas con el ADN, por ejemplo cuando la unién
ocurre mediante interaccion covalente. Por lo tanto, la modificacion de las sefiales del
espectro DC del ADN o la presencia de DCI son indicativas de posibles cambios
conformacionales, dafios o ruptura de la estructura del ADN debido a la interaccién con
pequefias moléculas.

Utilizando dicroismo circular se estudio la interaccion de los complejos M-dppf-L con el
ADN, y para complementar el andlisis realizado, se incluyeron los precursores
[M''Cl,(dppf)] vy el ligando dppf en la forma libre. Para los experimentos de interaccion
entre el ADN con los precursores y el ligando dppf, se utilizé metanol como disolvente y
una concentracion final de 2,5 % v/v. Estudios previos han demostrado que, utilizando
esta concentracion de metanol en el medio no se generan dafios en la estructura del ADN,
permitiendo asi realizar las medidas de los espectros DC entre 200-300 nm sin dificultad
[123]. En la figura 6.52 se muestran los espectros DC del ADN en presencia de ambos

precursores.
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Figura 6.52: Espectro de dicroismo circular medido a diferentes tiempos en un rango entre
220y 300 nm (1 cm de camino Optico) de CT-DNA (50 uM) en ausencia y presencia de
(a) [Pd"Clo(dppf)] vy (b) [Pt"Clo(dppf)]. Se utiliz6 una relacion molar ADN: compuesto
1:1 (por nucleétido de ADN).

Se observo en ambos sistemas una disminucion inmediata (to) de la intensidad de la banda
positiva del espectro DC del ADN debido a la interaccion entre la biomolécula y ambos
precursores. Los espectros medidos a diferentes tiempos después de la preparacion de la

mezcla mostraron una continua disminucion de la intensidad de esta sefial. La
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disminucion de intensidad de la banda fue mas marcada en la muestra de ADN incubada
con el precursor de Pd(1), y para estudiar este comportamiento se midieron los espectros
ADN:precursor(Pd) en menores intervalos de tiempos (figura 6.53a). Se observd que
hasta dos horas después de la preparacion de la mezcla, existe una gradual disminucion
de la intensidad de la banda positiva y negativa del espectro DC del ADN, hasta una
desaparicion casi completa de ambas bandas luego de 48 horas de estudio. Los cambios
observados en el espectro DC indicarian que el complejo precursor de paladio luego de
interaccionar con el ADN generaria multiples quiebres en la estructura de la biomolécula
provocando la pérdida completa de su conformacion luego de 20 horas [124]. Por otro
lado, el espectro DC del ADN incubado con el precursor de platino mostré variaciones
en el tiempo solo en la banda positiva, lo que indicaria que el mecanismo de interaccion
con la biomolécula seria diferente al de su andlogo de paladio [125].

Los espectros de DC del ADN en presencia del ligando dppf libre fueron medidos
utilizando diferentes relaciones molares ADN:dppf. En los espectros se observd que,
independientemente de la relacién molar utilizada, no existen variaciones en el espectro
DC del ADN (figura 6.53 b).
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Figura 6.53: (a) Espectro de dicroismo circular medido a diferentes tiempos en un rango
entre 220 y 300 nm (1 cm de camino éptico) de CT-DNA (50 uM) en presencia de
[Pd"Cl(dppf)] (relacion molar ADN: compuesto 1:1 (por nucleétido de ADN)). (b)

Espectro de dicroismo circular de ADN en presencia del ligando dppf en su forma libre a

diferentes relaciones molares.

Los estudios de DC confirmaron la interaccion entre los precursores [M""Clx(dppf)] v el
ADN y su mecanismo estaria influenciado por la naturaleza del centro metalico. Si bien
podria existir un efecto asociado a la velocidad de sustitucidn, que como se mencioné en
la introduccién, seria mayor en complejos de Pd(ll), los resultados sefialan que el
complejo precursor de paladio generaria quiebres de la estructura del ADN en el tiempo,
y el complejo de platino afectaria el apilamiento de las bases nitrogenadas de la
biomolécula. Estos resultados estan en concordancia con lo reportado en otros estudios
de interaccion con ADN de complejos analogos de Pd(Il) y Pt(ll), en los cuales se
demostro que el tipo de centro metalico generaria diferentes mecanismos de interaccion
con la biomolécula [125]. Si bien la presencia del ligando dppf en su forma libre no
mostré cambios en los espectros DC del ADN, se confirmé que la union de este ligando
a ambos centros metalicos es fundamental para que ocurran los cambios
conformacionales observados en la biomolécula.

Para los estudios de interaccion con ADN de los complejos M-dppf-L se utiliz6 DMSO

como disolvente de estos compuestos, provocando que los espectros DC del ADN no
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pudieran ser medidos a una longitud de onda menor a 235 nm. Por lo tanto, se midieron
los espectros DC en el rango del visible, entre 300 y 600 nm, para identificar posibles
sefiales de DCI. Los espectros DC del ADN medidos en presencia de cada complejo se
muestran en la figura 6.54.
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Figura 6.54: Espectros de dicroismo circular medidos a tiempo cero en un rango entre
240y 300 nm (1 cm de camino optico) de CT-DNA (50-60 uM) en ausencia y presencia

de los complejos (a) [Pd"(L)(dppf)](PFs) y (b) [Pt"(L)(dppf)](PFs). Se utilizé una relacion
molar ADN: compuesto 1:0,5 (por nucledtido de ADN).
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Los espectros DC mostraron que inmediatamente luego de realizar la mezcla
ADN:complejo (to), existe una disminucion de la intensidad de la banda positiva del
espectro de ADN. Los complejos con el ligando bioactivo L1 presentaron la mayor
disminucion de la intensidad de esta sefial, sefialando que probablemente serian los
complejos M-dppf-L1 los que generan los mayores cambios conformacionales en la
biomolecula.

Todos los espectros DC fueron medidos luego de 20 horas de la preparacion de la mezcla,
no observandose modificacidn alguna en ellos. Esto indicaria que la interaccion entre los
complejos y el ADN se mantiene durante el tiempo de estudio, o dicho de otra forma, que
la nueva conformacion adoptada por el ADN debida a la presencia de los compuestos, es
constante en el tiempo. Este comportamiento sefiala que el tipo de interaccion entre los
compuestos M-dppf-L y el ADN es diferente al efectuado por los precursores, donde
probablemente serian los ligandos tiosemicarbazonas los responsables de este tipo de
interaccion. Ademas, se observo que la magnitud de los cambios conformacionales
generados en el ADN es independiente de la naturaleza del centro metélico, y estaria
determinada sélo por el tipo de ligando tiosemicarbazona de cada complejo.

Se midieron los espectros DC en el rango del visible bajo las condiciones experimentales
mencionadas en el capitulo 3. El espectro de DC obtenido para cada mezcla

ADN:complejo se muestra en la figura 6.55.
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Figura 6.55: Espectro de dicroismo circular medidos a tiempo cero en el intervalo entre
300-600 nm (2 cm de camino éptico) de CT-DNA (200 uM) en ausencia y presencia de
los complejos (a) [Pd"(L)(dppf)](PFs) y (b) [Pt"(L)(dppf)](PFs). Se utiliz6 una relacion
molar ADN: compuesto 1:0,5 (por nucleétido de ADN).

En todos los espectros DC se observaron dos bandas DCI, una cercana a los 330 nmy
otra cercana a 450 nm. La presencia de estas dos sefiales DCI indica la union, o al menos
la formacién de un aducto, entre el ADN y cada complejo organometalico. Por otro lado,
los espectros de absorcion UV-vis de los complejos M-dppf-L medidos en DMSO/buffer
(Tris/HCI), poseen dos méximos de absorcion cercanos a estos mismos valores de
longitud de onda, por lo que se puede atribuir las dos sefiales DCI a la presencia de una
fuerte interaccion entre los complejos y la biomolécula, probablemente mediante enlace
covalente.

Los complejos con el ligando bioactivo L2 mostraron la mayor intensidad de las bandas
DCI, lo que indicaria que estos complejos son los que poseen la interaccion mas fuerte
con el ADN. En ambas series de complejos se observo que la magnitud de la interaccion

seria mayor en los complejos de L2, seguidas por los de L3, L4y L1.

En resumen, se puede concluir que los ocho complejos interaccionan con el ADN y que
su mecanismo de interaccion seria distinto al propuesto para los precursores. El analisis
en la zona del ultravioleta revelé que la union de los complejos genera cambios

conformacionales en el ADN, siendo los complejos con el ligando L1 los que producen
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los mayores cambios estructurales en la biomolécula. Esto se podria interpretar como que
aquellos complejos con los ligandos con sustituyente R més pequefio, poseen una mayor
capacidad de penetracion en la molécula de ADN, como por ejemplo entre los pares de
bases, afectando en mayor magnitud a la conformacion de la biomolécula. Por otro lado,
el analisis en el rango del visible revelo la interaccién con el ADN de todos los complejos.

Serian los complejos con el ligando L2 los que presentan la interaccion mas fuerte con la

biomolécula.
6.3.6 Interaccion con BSA
6.3.6.1 Interaccion con BSA mediante medidas de fluorescencia

En funcién de los resultados obtenidos en los estudios de interaccion entre BSA vy el
complejo Pd-dppf-mpo, se empled la técnica de fluorescencia para estudiar la interaccion
de los complejos M-dppf-L con esta proteina transportadora.

Se utiliz6 como modelo la interaccion del complejo Pd-dppf-L3, y se midieron los
espectros de emision fluorescente de BSA (1 uM) (Lexc=295 nm), en un rango entre 300
y 450 nm, en presencia de concentraciones crecientes de este complejo (utilizando un
intervalo de relacion molar BSA:complejo entre 0 a 20). Luego de la correccion de los
espectros de fluorescencia se obtuvo el espectro de emision fluorescente que se muestra

en la figura 6.56.
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Figura 6.56: Espectro de fluorescencia corregido de la titulacion de BSA (1 uM) con
diferentes relaciones molares del complejo [Pd"(L3)(dppf)](PFs). En el cuadro superior
se muestra la gréfica de Intensidad relativa de fluorescencia (%) a Aem = 340 nm al

aumentar la concentracion de complejo.

Se observo una disminucion de la intensidad de emision fluorescente intrinseca de la
proteina al aumentar la relacion molar con el complejo Pd-dppf-L3, provocando un
quenching de la fluorescencia de hasta un 70 %. Se observd un desplazamiento
batocrémico del méximo de emision fluorescente de hasta 4 nm (figura 6.57) al aumentar
la relacion molar BSA:complejo, lo que indicaria un aumento de la hidrofobicidad en la
region que rodea a los residuos de triptofano fluorescentes de la BSA, probablemente

debido a la interaccion con el complejo Pd-dppf-L3 [75,80-83].
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Figura 6.57: Espectro de fluorescencia normalizado de la titulacion de BSA (1 uM) con
relaciones molares BSA: [Pd"(L3)(dppf)](PFs) 1:0 (linea negra) y 1:20 (linea roja).

El grado de quenching de la fluorescencia de la proteina por efecto de la interaccion con
el complejo, se analizé mediante el ajuste de Stern-VVolmer. En la figura 6.58a se muestra
la relacion lineal existente entre 1Fo/IF al aumentar la concentracion de complejo (R? =
0,9939). De la pendiente de esta grafica se obtuvo un valor de Ksy = 5,4-10* M, lo que
sefiala un menor grado de apagamiento de la fluorescencia comparado con el calculado
en Pd-dppf-mpo, pero similar a lo comUnmente observado en estudios con otros
complejos metalicos que interaccionan con la proteina [79,84].

La constante de union aparente (Kz) entre BSA y Pd-dppf-L3 fue calculada a partir del
ajuste derivado de la ecuacion de Hill (figura 6.58b). La grafica de ajuste mostré una
relacion lineal entre el log[(IFo/IF)/1F] y el logaritmo de la concentracion de complejo (R?
=0,9907). La constante de union K, calculada a partir de la pendiente de la curva fue de
6,1-10° M, y segln el intercepto con el eje de las ordenadas se calcul6 un unico tipo de

sitio de unién entre BSA y el complejo (n ~1).
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Figura 6.58: (a) Ajuste de Stern Volmer para la titulaciéon de BSA (1 uM) con diferentes
concentraciones de [Pd"(L3)(dppf)](PFs). (b) Ajuste derivado de la ecuacion de Hill para
la titulacion de BSA (1 uM) con diferentes relaciones molares de [Pd"'(L3)(dppf)](PFe).

6.3.6.2 Interaccion con BSA mediante medidas de dicroismo

circular

Se realizaron estudios de interaccion entre BSA y los complejos M-dppf-L mediante el
analisis de espectros de dicroismo circular. Los espectros DC medidos en el rango del
ultravioleta brindan informacion sobre la estructura secundaria de la proteina, y
especificamente modificaciones en los espectros en un rango entre 250-350 nm (UV
cercano) dan informacidn sobre la interaccion con pequefias moléculas. La proteina BSA
posee un espectro caracteristico en este rango, y a longitudes de onda superiores no
presenta sefial, por lo que la interaccién con complejos de coordinacion puede inducir
sefiales DCI en el espectro.

Se utilizd la técnica de DC para estudiar la interaccion de los complejos M-dppf-L con
BSA, y al igual que en los estudios con ADN, se incluyeron los precursores [M'(dppf)Cls]
en el anélisis.

En relacién a los estudios de interaccion con los precursores, se utilizd metanol como
disolvente de estos compuestos (concentracion final de 10 % v/v en el medio). Estudios
previos han demostrado que a esta concentracion no se generan dafios en la estructura de
la proteina, permitiendo realizar las medidas de los espectros DC entre 250-300 nm sin
dificultad. Para el estudio de interaccion con los complejos M-dppf-L se utiliz6 DMSO

como disolvente de éstos (concentracion de 15 % v/v en el medio), por lo que sélo fue
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posible medir a longitudes de onda superiores a 300 nm como serd explicado mas
adelante.

Los espectros de dicroismo circular de BSA en presencia de los precursores fueron
medidos en el rango del UV cercano y en el rango del visible. En la figura 6.59 se
muestran los espectros DC de BSA medidos, en un rango entre 330 y 600 nm, en ausencia
y presencia de los precursores. Los espectros fueron registrados luego de 10 minutos de
realizar las mezclas BSA:precursor.
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Figura 6.59: Espectro de dicroismo circular medido en un rango de 330-600 nm (2 cm de
camino optico) de BSA (100 uM) en ausencia y presencia de [Pd"Cl:(dppf)] y
[Pt"Cl2(dppf)] en relacion molar 1:1.

Los espectros de ambos sistemas BSA:precursor mostraron dos sefiales de DCI, una
banda positiva y una banda negativa, que son indicativas de alguna interaccién covalente
entre estos compuestos y la proteina. Las bandas DCI en el espectro DC con el precursor
de paladio se observaron a Amax = 500 nm y Amin = 430 nm, y con el precursor de platino
a Amax =470 nm y Amin = 420 nm. Posteriormente, ambas mezclas BSA:precursor fueron
incubadas durante 24 horas a 35°C y se registraron nuevamente los espectros DC (figura
6.60).
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Figura 6.60: Espectro de dicroismo circular en un rango de 330-600 nm (2 cm de camino
optico) de BSA (100 uM) presencia de (a) [Pd"'Cl2(dppf)] y (b) [Pt"Cl2(dppf)] en relacion
molar 1:1. Los espectros fueron medidos 10 minutos luego de realizada la mezcla

BSA:precursor (lineas negras) y posterior a la incubacion a 35°C por 24 horas (lineas
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En la incubacion con el precursor de paladio se observé disminucion de la intensidad y
desplazamiento hipsocrémico de ambas sefiales DCI, observandose un desplazamiento
de casi 30 nm en la banda positiva. Este comportamiento sugiere dos posibles
interpretaciones: la primera sefiala la idea de que este complejo precursor se uniria en
primer lugar a la proteina a través del fragmento hidrofobico dppf y luego se
reacomodaria espacialmente en el tiempo hasta adquirir una orientacion mas favorable;
la segunda hipotesis planteada sugiere que el complejo se uniria a mas de un sitio en la
proteina, con una preferencia cinética por uno de estos sitios de union, y que en el
transcurso del tiempo ocurriria un rearreglo a otro(s) sitio(s) generando una interaccién
mas estable [80,126]. El estudio en el tiempo del precursor de Pt(Il) revelé un
comportamiento diferente a su analogo de paladio, observandose que ambas sefiales DCI
disminuyen su intensidad hasta casi ser despreciables o nulas, lo que indicaria que la
rapida interaccion observada entre este precursor y BSA no existiria luego del tiempo de
incubacion.

Los espectros DC registrados en el rango del UV (250-300 nm) también fueron medidos
a los 10 minutos de realizada la mezcla y 24 horas luego de la incubacién a 35°C. Todos

ellos se muestran en la figura 6.61.
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Figura 6.61: Espectro de dicroismo circular en un rango de 250-300 nm (1 cm de camino

optico) de BSA (100 uM) en presencia de (a) [Pd"(dppf)Cl2] y (b) [Pt"(dppf)Cl2] en

relacion molar 1:1. Los espectros fueron medidos 10 minutos luego de realizada la

mezcla BSA:precursor (linea roja) y posterior a la incubacion a 35°C por 24 horas (linea

azul).

Los espectros medidos inicialmente mostraron que ambos precursores generan un leve
cambio en el espectro DC propio de la proteina, lo que evidencia la rapida interaccion

entre ellos (concordante con lo observado en el estudio en el rango del visible). Los
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espectros DC medidos posteriormente a la incubacién de 24 horas mostraron variaciones
que fueron mayores en la mezcla con el precursor de paladio.

Comparando los espectros medidos en ambas zonas espectrales, el precursor de paladio
mostré en ambos casos una rapida interaccion con BSA la cual se modifica en el tiempo
hasta alcanzar un complejo BSA:precursor de Pd mas estable. Esta interaccion en el
tiempo es la responsable de generar los mayores cambios sobre la estructura secundaria
de la proteina. Para el precursor de Pt(Il), no se observaron grandes modificaciones de la
estructura secundaria de la proteina en el tiempo, lo que estaria de acuerdo con la casi
desaparicion de las sefiales DCI en los espectros. Por lo tanto se puede inferir que el
mecanismo de interaccién en el tiempo de los complejos con la biomolécula es diferente
y esta determinado por las caracteristicas del centro metalico.

En conclusidn, los resultados obtenidos mediante espectroscopia de dicroismo circular
mostraron una clara evidencia de la interaccion para ambos precursores [M'"Clx(dppf)]
con BSA. La union covalente ocurre de forma rapida para ambos, dando lugar a espectros
DC dependientes del tiempo, los cuales se modifican segln el tipo de centro metalico
utilizado. Para el precursor de Pd(ll) se observé un rearreglo espacial mientras se
acomoda en la proteina, y para el de Pt(I1) una posible pérdida de la interaccién (sin dafiar

la estructura secundaria de la proteina).

El estudio de interaccion de BSA con los complejos M-dppf-L se realiz6 sélo en el rango
del visible debido a la necesidad de utilizar DMSO como solvente de estos compuestos
(lo que no permito registrar los espectros a una longitud de onda inferior a 300 nm debido
a la propia absorcion del solvente) [80]. Los ocho complejos M-dppf-L resultaron ser
silenciosos al dicroismo (no presentan sefiales DC en los rangos de longitud de onda
estudiados). Se midieron los espectros DC en un rango entre 330 y 600 nm de las mezclas
BSA:complejo a tiempo cero y luego de 24 horas de incubacion a 35°C. En la figura 6.62
se muestran los espectros de dicroismo circular de BSA, medidos a tiempo cero y 24

horas, en presencia de los complejos de Pd(l1).
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Figura 6.62: (a) Espectro de dicroismo circular medido en un rango de 330-600 nm (2 cm
de camino 6ptico) de BSA (100 pM) en presencia de los complejos [Pd"(L)(dppf)](PFs)
en relacion molar 1:1 medido a tiempo cero y (b) luego de incubacién durante 24 horas a
35°C.

Los espectros medidos a tiempo cero mostraron dos sefiales DCI negativas, entre 330-

350 nm y entre 395-480 nm, las que dan cuenta de la rapida interaccion covalente que
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existiria entre la proteina y los complejos de Pd-dppf-L. La intensidad relativa de las

sefiales DCI, que se asocia al grado de interaccion, siguieron un patron del tipo Pd-dppf-
L2 > Pd-dppf-L4 > Pd-dppf-L3 > Pd-dppf-L1. Los espectros DC medidos luego de 24

horas de incubacion a 35°C (figura 6.62b) mostraron una disminucion casi total de la

intensidad de ambas sefiales DCI, lo que indicaria una disminucién en el tiempo de la

interaccion entre los complejos y la proteina.

En relacion a los complejos Pt-dppf-L, la figura 6.63 muestra los espectros DC de BSA,

medidos a tiempo cero y luego de 24 horas de incubacion a 35°C, en presencia de estos

complejos.
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Figura 6.63: Espectros de dicroismo circular medidos en un rango de 330-600 nm (2 cm
de camino 6ptico) de BSA (100 pM) en presencia de los complejos [Pt'(L)(dppf)](PFs)
en relacion molar 1:1 medidos a: (a) tiempo cero y (b) luego de incubacién durante 24
horas a 35°C.

Los espectros medidos a tiempo cero mostraron en el complejo Pd-dppf-L4 dos sefiales
DCI, y para los otros complejos se observo una unica sefial DCI (entre 400 - 513 nm).
En relacion a esta Ultima, la variacion de la intensidad relativa fue distinta a la observada
en los complejos de paladio, observandose un patron de Pd-dppf-L4 > Pd-dppf-L1 > Pd-
dppf-L2 > Pd-dppf-L3. Los espectros registrados posteriormente al tiempo de
incubacion mostraron en todos los casos una disminucion casi total de las sefiales DCI,
similar a la observado en los complejos de Pd(lI).

Los unicos antecedentes reportados sobre interaccion de complejos metalicos que
incluyen estas tiosemicarbazonas y albumina, fueron los estudios realizados por B.
Demoro y col. quienes estudiaron la interaccion entre HSA y los complejos [Ruz(p-
cimeno)2(L)2]?* [80]. En aquellos estudios se planteo, que si bien todos los complejos
interaccionan con la proteina (en mayor o menor grado), posteriormente existe un
reacomodo del complejo en la biomolécula que esta determinado por el tipo de ligando
tiosemicarbazona utilizado. Extrapolando este analisis hacia el sistema BSA:M-dppf-L,
los resultados obtenidos indican que la interaccion entre BSA y los complejos esta
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determinada por el tipo del ligando tiosemicarbazona que éste posea, pero también es
dependiente del tipo de i6n metalico utilizado, similar al comportamiento observado para

los precursores [M"Cl(dppf)].

6.3.7 Conclusiones parciales

Se obtuvieron ocho nuevos complejos organometalicos de paladio y platino con los
ligandos bioactivos HL (tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido) de formula
[M'"(L)(dppf)](PFs), los que fueron caracterizados completamente en estado sélido y en
solucion. Todos los complejos mostraron actividad contra la forma infectiva de T. cruzi
mostrando a nivel general un aumento de la actividad tripanosomicida en comparacion al
farmaco de referencia Nifurtimox y a los ligandos bioactivos libres. También mostraron
ser activos contra la forma sanguinea de T. brucei, observandose en todos los casos un
aumento considerable de la actividad en comparacion a los HL libres que casi no poseen
actividad contra este parasito. La selectividad en ambos tripanosomatidos aumento
considerablemente al incluir el fragmento dppf, obteniéndose valores de IS elevados. Se
confirmd la generacion de especies radicalarias en T. cruzi y la participacion de los
complejos en el reciclaje redox del parasito. Los complejos Pt-dppf-L1 y Pt-dppf-L2
generaron cambios redox intracelulares en T. brucei, causados probablemente por la
activacion de éstos a nivel celular, y la concecuente generacion de EROS.

Los estudios de interaccién con ADN sugieren que esta biomolécula podria ser un blanco
de accion en los parasitos. Se observaron altos niveles de interaccion, los cuales son
dependientes de la naturaleza de HL y de M(l1). Ademas, los estudios de interaccion con
BSA sugieren la idea de una rapida interaccion con la proteina que se modifica en el

tiempo dependiendo de las caracteristicas de cada complejo.

6.4 Conclusiones generales

Se sintetizaron diez nuevos compuestos organometalicos que incluyen el fragmento M''-
1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno (fragmento {M(dppf)}) y ligandos con actividad
antiparasitaria per se (ligandos bioactivos). Todos ellos fueron caracterizados
exhaustivamente en estado sélido y en solucion utilizando técnicas que permitieron

confirmar las formulas y estructuras de todos los compuestos.
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Con respecto a la actividad antiparasitaria, todos los compuestos {M(dppf)} resultaron
ser activos contra T. cruzi. Todos los compuestos M-dppf-L resultaron también activos
contra T. brucei. En forma general se observd un aumento de la actividad en comparacion
al ligando bioactivo en su forma libre y al farmaco de referencia Nifurtimox. Los estudios
en modelos de células de mamifero revelaron que la inclusiéon del fragmento dppf
aumenta considerablemente la selectividad hacia los parésitos tripanosomatidos.

Se confirmd para ambas series de compuestos que el mecanismo de accion antiparasitario
de los ligandos bioactivo se mantiene en los complejos organometalicos.

Ademas, se evidencio para todos los complejos M-dppf-L la interaccion con el ADN,
como parte de un posible mecanismo de accion dual. Estos compuestos mostraron un alto
nivel de interaccién. Los complejos evaluados mostraron una alta afinidad por la proteina
transportadora BSA.

Dadas las caracteristicas quimicas y biologicas observadas consideramos a estos
complejos organometélicos como lideres para el disefio de nuevos agentes anti-

tripanosomatidos.
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7.1 Conclusiones generales

Los resultados generados en este Trabajo de Tesis pueden ser analizados desde dos puntos
de vista: uno puramente Quimico Inorganico, relacionado con la sintesis y la
caracterizacion de nuevos compuestos de coordinacion, y otro Quimico Medicinal,
relacionado con la potencialidad de dichos compuestos como agentes terapéuticos para
las tripanosomiasis americana y africana humana.

Desde el punto de vista Quimico Inorganico, se desarrollaron tres nuevas familias de
compuestos con ligandos bioactivos. En conjunto, se obtuvieron cuatro nuevos complejos
organometalicos Ru(ll)-ciclopentadienilo con ligandos tiosemicarbazonas derivadas del
5-nitrofuraldehido (HL) y clotrimazol (CTZ) de férmula general [Ru""Cp(PPhs)(L)] vy
[RU"Cp(PPh3)2(CTZ)](CF3S0Os3), respectivamente; tres complejos que incluyeron el
fragmento Re(l)-tricarbonilo y las tiosemicarbazonas bioactivas HL de formula general
[Re!(CO)sBr(HL)]; y diez complejos organometalicos con el centro M(II)-1,1"-
bis(difenilfosfino)ferroceno (M = Pd o Pt) que incluyeron los ligandos N-Oxido de 2-
mercaptopiridina (Hmpo) y las tiosemicarbazonas HL de formula general
[M"(mpo)(dppf)](PFe) y [M"(L)(dppf)](PFs), respectivamente. Todos los complejos se
caracterizaron analitica, fisicoquimica y estructuralmente de forma exhaustiva y se
estudiaron sus propiedades fisicoquimicas potencialmente relacionadas con la actividad
biolégica, como la lipofilia, la estabilidad y el comportamiento electroquimico. Los
resultados obtenidos ampliaron el estudio de la quimica organometélica por parte del
grupo de investigacién que integro.

Desde el punto de vista de la Quimica Inorganica Medicinal, se realizg, para las tres
familias, el estudio de la actividad biolégica in vitro sobre T. cruzi y T. brucei, y se
incluyeron estudios de citotoxicidad sobre células mamiferas modelo. A nivel general,
los mejores resultados obtenidos fueron en la serie de complejos que incluyeron el
fragmento organometélico {M(dppf)}. Se estudiaron diferentes blancos de accién
probables de los 17 complejos desarrollados: inhibicion de la biosintesis de esteroles de
membrana de T. cruzi (en el complejo que incluyé el ligando CTZ), generacion de
especies radicalarias en los parasitos de T. cruzi (en complejos que incluyen los ligandos
HL), inhibicion de la actividad de la enzima fumarato reductasa de T. cruzi (en los

complejos con ligando Hmpo) y estudio de posibles cambios redox intracelulares en T.
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brucei (en los complejos M-dppf-L). En algunos casos se estudio la interaccion con ADN
como probable nuevo blanco de accién emergente de la presencia de especies metalicas.
Por otro lado, se estudi6 la interaccién con albumina sérica bovina como modelo de

proteina transportadora de farmacos.

La experiencia adquirida en los sistemas estudiados servird como base para generar
nuevos complejos potencialmente activos. Estos se disefiaran realizando modificaciones
racionales a los anteriores complejos, que permitan superar algunos inconvenientes
presentados por ellos. Algunas de estas modificaciones posibles se indican en la seccion
7.2.

Como resultado de gran significacion tanto para la formacion personal como para el grupo
que integro, he adquirido experiencia e independencia en el desarrollo e interpretacién de
los estudios de caracterizacion, asi como de evaluacién biologica de los mismos. De esta
forma este grupo de Quimica Inorganica Medicinal expande sus posibilidades de
desarrollar nuevos compuestos y de realizar estudios de mecanismo de accion de nuevos
complejos metalicos bioactivos.

Parte del trabajo informado en esta tesis se plasmo en las publicaciones siguientes

(apéndice 2):

1. “A new ruthenium cyclopentadienyl azole compound with activity on tumor cell lines
and trypanosomatid parasites.” E. Rodriguez Arce, C. Sarniguet , T. Moraes , M. Vieites,
I. Tomaz, A. Medeiros, M. Comini, J. Varela, H. Cerecetto, M. Gonzélez, F. Marques,
M. Garcia, L. Otero, D. Gambino, Journal of Coordination Chemistry (2015) 68, 2923 —
2937.

2. “Novel ruthenium(Il) cyclopentadienyl thiosemicarbazone compounds with
antiproliferative activity on pathogenic trypanosomatid parasites.” E. Rodriguez Arce, M.
Fernandez, C. Sarniguet, T. Moraes, |. Tomaz, C. Olea Azar, R. Figueroa, J.D. Maya, A.
Medeiros, M. Comini, M. H. Garcia, L. Otero, D. Gambino, Journal of Inorganic
Biochemistry (2015) 153, 306- 314.

3. “Aromatic amine N-oxide organometallic compounds: searching for prospective agents

against infectious diseases.” E. Rodriguez Arce, M. F. Mosquillo, L. Pérez-Diaz, G.
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Echeverria, O. Piro, A. Merlino, E. L. Coitifio, C. Maringolo Ribeiro, C. Leite, F. Pavan,
L. Otero, D. Gambino, Dalton Transactions (2015) 44,14453 — 14464.

4. “Rhenium(l) tricarbonyl compounds of bioactive thiosemicarbazones: synthesis,

characterization and activity against Trypanosoma cruzi.” E. Rodriguez Arce, I.
Machado, B. Rodriguez, M. Lapier, M. ZUfiga, J. D. Maya, C. Olea-Azar, L. Otero, D.
Gambino, Journal of Inorganic Biochemistry (2017) 170, 125- 133.

7.2 Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos surgen nuevas alternativas en cuanto a estrategias

sintéticas que permitan obtener complejos que tengan la posibilidad de actuar por un

mecanismo de accion mdltiple.

En base a los resultados obtenidos y considerando caracteristicas quimicas y bioldgicas

de los compuestos desarrollados, los complejos que mostraron los mejores resultados

fueron aquellos que incluyeron el fragmento organometalico {M(dppf)}. En este sentido

se plantean las siguientes perspectivas

Obtener nuevos complejos con este centro organometélico incluyendo otros
ligandos bioactivos. De esta manera obtener complejos con buena actividad y
selectividad hacia parasitos tripanosomatidos.

Incluir otros iones metalicos en este fragmento organometélico (rutenio, oro,
niquel, entre otros) con estos mismos ligandos bioactivos desarrollados en este
trabajo de tesis. De esta manera, se podra comparar la influencia que tendria el
ion metélico central sobre la actividad y selectividad de la actividad
antiparasitaria.

Continuar los estudios bioldgicos de los complejos {M(dppf)}, en particular,
estudiar la participacion de éstos en diferentes procesos metabélicos de los
parasitos tripanosomatidos, por ejemplo, mediante estudios metabolémicos.
Ademas, se plantea continuar con los estudios de interacciébn con ADN para
conocer el mecanismo de interaccion entre los complejos y la biomolécula
utilizando otras técnicas como electroforesis en gel, medidas de viscosidad, etc..
Realizar un acercamiento hacia la estrategia de encapsulamiento de farmacos, de

manera de modificar favorablemente la solubilidad de los compuestos obtenidos,

389



lo que podria conducir a mejorar la biodisponibilidad y actividad bioldgica

observada.

7.3 Consideraciones finales

Con estas propuestas se pretende avanzar hacia el desarrollo de compuestos metélicos
con actividad contra T. cruzi y T. brucei que ameriten la realizacion de estudios in vivo.
Todo el conocimiento en Quimica Inorganica y en Quimica Medicinal generado
incentivara a la comunidad cientifica del area a desarrollar nuevos complejos segun la
estrategia planteada por el grupo que integro, y que ejemplifica este Trabajo de Tesis. Se
espera que el esfuerzo realizado conduzca, en un futuro, a algin compuesto metalico con

potencialidad para ser introducido en fases clinicas o incluso en el mercado farmacéutico.
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