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Resumen

Sintesis y caracterizacién de nuevos compuestos de triamtereno con ZnCl, y/o

MnClz: Evaluacion del caracter fotosensibilizador y efectos cito y genotéxico.

El triamtereno, un compuesto diurético de primera linea en algunos paises incluido dentro
del grupo de los ahorradores de potasio presenta poca solubilidad en agua. Con el
propésito de mejorar este parAmetro, y en consecuencia su disposicion en el organismo,
se sintetizaron dos nuevos compuestos en los que se modificd la estructura del TAT con
manganeso y zinc, usando sus respectivos cloruros. La sintesis se llevé a cabo en solucién
agua:metanol. Estos compuestos fueron caracterizados a través de microscopia
electrénica de barrido SEM vy difraccibn de Rayos X en polvo. Adicionalmente, se
observaron los perfiles de disolucién en el tiempo en medio acuoso, evidenciando que este
parametro mejoré en los nuevos compuestos sintetizados. La caracterizacién de los
nuevos compuestos se realizd a través de técnicas espectroscopicas como absorcion UV-
VIS, infrarrojo y raman. Los resultados obtenidos se contrastaron con termogramas y perfil
de dilucion. Se determiné el caracter fotosensibilizador del TAT y de los nuevos
compuestos con Zn y Mn en medios alcohdlicos. Se realizaron medidas de actinometria
en estado estacionario que permitieron establecer el rendimiento cuantico de oxigeno
molecular singulete generado por los nuevos compuestos. Adicionalmente, se realizaron
medidas de rendimiento cuantico de fluorescencia, para aportar a la caracterizaciéon de los
materiales, con miras al estudio posterior de sus aplicaciones como marcadores
fluorescentes. La caracterizacion se completd con ensayos citotdxicos, genotoxicos y con
prueba de hemolisis; con lo que fue posible demostrar el potencial antineoplésico de los

nuevos compuestos sintetizados sobre la linea celular tumoral MCF-7.

Palabras clave: Triamtereno, Perfil de dilucién, Caracterizacién espectroscopica,
Estabilidad fotoquimica, Ensayos citotoxicos y genotoxicos, Hemdlisis, Sintesis de

compuestos



Abstract

Synthesis and characterization of new triamterene compounds with ZnCl, and/or
MnCl: Evaluation of photosensitizing character and cytotoxic and genotoxic
effects.

Triamterene, a first line diuretic compound in some countries included in the group of
potassium sparing compounds, presents poor solubility in water. In order to improve this
parameter, and consequently its disposition in the organism, two new compounds were
synthesized in which the TAT structure was modified with manganese and zinc, using their
respective chlorides. The synthesis was carried out in water:methanol solution. These
compounds were characterized by SEM scanning electron microscopy and powder X-ray
diffraction. Additionally, the dissolution profiles over time in aqueous medium were
observed, evidencing that this parameter improved in the new synthesized compounds.
The characterization of the new compounds was carried out through spectroscopic
techniques such as UV-VIS absorption, infrared and Raman. The results obtained were
contrasted with thermograms and dilution profile. The photosensitizing character of TAT
and the new compounds with Zn and Mn in alcoholic media was determined. Steady state
actinometry measurements were performed to establish the singlet molecular oxygen
guantum yield generated by the new compounds. Additionally, fluorescence quantum yield
measurements were performed to contribute to the characterization of the materials, with a
view to the subsequent study of their applications as fluorescent markers. The
characterization was completed with cytotoxic, genotoxic and hemolysis assays; thus, it
was possible to demonstrate the antineoplastic potential of the new compounds

synthesized on the MCF-7 tumor cell line.

Keywords: Triamterene, Dilution profile, Spectroscopic characterization,
Photochemical stability, Cytotoxic and genotoxic assays, Hemolysis, Compound

synthesis.
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Introduccion general

El triamtereno (TAT) 2,4,7-triamino-6-fenilpteridina (Figura 0-1), es un diurético
heterociclico derivado de las pteridinas, cuya accion farmacolégica es utilizada para el
tratamiento de pacientes con hipertensién arterial y retencién de liquidos. Este principio
activo actlia sobre las células de tubulos distales de nefronas, inhibiendo la liberacién de
iones potasio y la reabsorcién de iones sodio, por lo que es utilizado en pacientes que
presentan deficiencias de potasio (IARC, 2016). El TAT se puede usar de manera
individual o en combinacién con otros diuréticos de tipo asa y tiazidico, como furosemida,
hidroclorotiazida o bendroflumetiazida, para el tratamiento del edema hipostatico (Asghar
Ensafi & Hajian, 2008; Haeger, 1969). También se utiliza para prevenir el edema asociado
a insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis, sindrome nefrético, edema inducido por
esteroides, idiopatico y edema debido a hiperaldosteronismo secundario (GSK, 2009;
Netzer et al., 1995). El TAT es considerado como un diurético de primera linea y segun
datos de la empresa IMS Health (Estadisticas Médicas Intercontinentales de salud, por sus
siglas en inglés) para el 2012, el TAT se utilizo en cerca de 2.8 millones de medicamentos
recetados a 1.2 millones de pacientes en Estados Unidos. Aunque su uso ha venido
decreciendo desde el 2004 hasta el 2012, el reposicionamiento de medicamentos lo ha
puesto nuevamente en la mira y a la fecha, el TAT se sigue produciendo por su uso en
paises como Estados Unidos, Alemania y Chile, por mencionar algunos (Guillotin et al.,
2017; 1ARC, 2016)

Figura 0-1: Estructura del 2,4,7-triamino-6-fenilpteridina (Triamtereno)

Este compuesto pertenece a la familia de las pteridinas, biciclos formados por un anillo de

pirazina y otro de pirimidina, ampliamente distribuidos en la naturaleza, cuyos derivados
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con sustituyentes 2-amino 4-oxo dan lugar a las pterinas (Figuras 0-2 a y b). Entre las
pteridinas sustituidas se encuentran moléculas tan importantes como el &cido félico (Figura
0-2 ¢), en cuya estructura se reconocen los fragmentos 5,6,7,8-tetrahidropterina, el acido
para-aminobenzoico (PABA, por sus siglas en inglés) y el acido L-glutamico; estos dos
altimos segmentos unidos a través de unién peptidica. De forma general, los derivados de
pteridina tienen importancia bioldgica y llevan a cabo diversas funciones metabdlicas,
estando presentes en un gran nimero de sistemas que envuelven reacciones bioquimicas
de importancia fisiolégica, ademas de hacer parte de muchos productos farmacéuticos de
origen natural y sintético (Castafio Espinal, 2016; Lorente, 2003). Algunos de estos
derivados son responsables del pigmento en diversos insectos, estan presentes en el
folato, son importantes cofactores esenciales en sintesis de nucle6tidos en el proceso de
divisién celular y actian como fotorreceptores de compuestos bioldgicos (Castafio Espinal,
2016). Por ejemplo, el 5,10-meteniltetrahidrofolato, es un derivado del acido félico que
absorbe luz en la regién UVA (315 - 400 nm), la cual conduce a dafios en el proceso de
reparacion del ADN al ser sometido a radiacion en esta region del espectro
electromagnético (Lorente, 2003).

Figura 0-2:  Estructura de las moléculas de pteridina (a), pterina (b) y acido fdlico (c).

p-aminobenzoico

5
/’“\\\
Ny X X 6 H,N N N
- N
~ N HN | o
N = %

Diversos principios activos de medicamentos contienen el nicleo de pteridina y presentan
diferentes efectos farmacoldgicos. Estos incluyen al diurético triamtereno; el antiagregante
plaquetario dipiramidol (DIP); acido folico (AF) como antianémico y gran responsable en la
sintesis de timinas y de las bases puricas (Carmona-Martinez et al., 2018); y

tetrahidrobiopterina (BH4), empleado para tratar deficiencias de fenilalanina hidroxilasa
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(enzima que degrada fenilalanina) y evitar enfermedades como la fenilcetonuria (Castafio
Espinal, 2016; Cedano Diaz et al., 2012; Lorente, 2003). Del mismo modo, este anillo se
presenta en otros compuestos como el metotrexato (MTX) y el pralatexato (PTX) que, por
su analogia con el folato, actian como antitumorales bloqueando la enzima dihidrofolato
reductasa encargada de transformar el dihidrofolato (DHF) en tetrahidrofolato (THF). El
MTX es mayormente utilizado para tratar la artritis reumatoidea y el PTX para tratar el
cancer de linfa (Carmona-Martinez et al., 2018). Algunas de estas estructuras se aprecian

en la figura 0-3.

Figura 0-3: Algunas moléculas de importancia biolégica que incluyen el heterociclo de

pteridina y pterina en su estructura.
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Sin embargo, es posible observar el desarrollo de efectos secundarios adversos en tejidos
expuestos a la luz, en pacientes tratados con una gran variedad de medicamentos,

asociados a diferentes acciones farmacoldgicas. Estos incluyen antiinflamatorios,
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diuréticos, antipiréticos, analgésicos y antibacterianos, por lo que se reconocen como
medicamentos fototoxicos, lo cual en algunos casos involucra la participacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Zaheer et al., 2016). Para el caso
especifico del TAT, Vargas et al. (1988) realiz6 estudios sobre el farmaco y su capacidad
de foto-inducir hemolisis en eritrocitos de sangre periférica humana a una concentracion
de 50 pg/mL tras ser irradiado durante 1 hora con una lampara OSRAM HQL 250w(320-
400nm). De la misma forma abord6 estudios sobre la capacidad fototoxica en linfocitos y
neutréfilos a concentraciones entre los 80 y 160 pg/mL irradiando la solucion de TAT
durante 2 horas. En la misma investigacién, se registré la aparicion de un fotoproducto
identificado como un dimero de triamtereno con pérdida del grupo fenilo, tras irradiar una
solucion de TAT en PBS con luz UVB (280-315 nm) siendo esto una prueba de la
degradacioén del farmaco bien sea formando dimeros y perdiendo el grupo fenilo (Vargas,
Fuentes, et al., 1998) o degradando la estructura del heterociclo (Fiori et al., 2003).

En otros estudios, Vargas et al. (2001), establecié que el DIP es apagador de oxigeno
molecular singulete O2[*Ag], y de anién superdxido (03), por lo que podria actuar como un
fotoprotector en caso de administrarse de forma paralela con otros principios activos que
potencialmente puedan generar ROS; sin embargo, en este mismo estudio se reportd que
como producto de su foto-autooxidacion también genera O2['Ag] y (03) modificando la
estructura del anillo de piperidina y posteriormente dafiando lipidos, proteinas y el ADN.
Estos estudios se realizaron evaluando la inhibicion de los procesos de foto

descomposicién en presencia de apagadores especificos de ROS.

Reportes previos de Juzeniene et al.,, (2016) sefialan que el acido félico, no genera
eficientemente ROS, pero si los fotoproductos que se obtienen luego de su irradiacion UVA
(315-400 nm), identificados como 6-formilpterina y acidopterin-6-carboxilico. A través de
estudios in vitro se observd que una concentracion de 1uM de AF en células de carcinoma
epidermoide duplica los niveles de ROS, mientras que la misma concentracion de 6-
formilpterina y acidopterin-6-carboxilico aumenta hasta seis veces la generacion de estas
especies. De forma similar al estudio anterior, Chahidi et al., (1983), reporté que méas que
el metotrexato, son sus fotoproductos los encargados de sensibilizar la oxidacion de
histidina y triptéfano al irradiar una soluciébn acuosa en presencia del MTX y los
aminoacidos a una longitud de onda de 366 nm. Otros estudios demuestran que el MTX y

su fotoproducto, 2,4-diamino-6-(hidroximetil) pteridina, son capaces de inducir oxidacién
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en las bases nitrogenadas, especialmente en el nitrégeno 7 de la guanina, reaccion
causada por el efecto fotosensibilizador del oxigeno singlete (Hirakawa et al., 2002). Para
el caso especifico del TAT, en solventes como agua y PBS, nuestro grupo de investigacién
no ha observado la generacion de oxigeno molecular singulete ni en experimentos en
estado estacionario, ni resueltos en el tiempo, pero si en otros solventes como etanol y
metanol (resultados por publicar). Sin embargo, es oportuno mencionar que este principio
presenta advertencia, especialmente cuando es suministrado con otros diuréticos

fotosensibilizadores como la hidroclorotiazida y la furosemida.

Segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS por sus siglas en inglés), el TAT
es un medicamento de clase I, es decir, pertenece al grupo de baja solubilidad en agua y
alta permeabilidad en tejido intestinal que puede estar asociado a una baja
biodisponibilidad oral. Los medicamentos de ingesta oral poco solubles en agua
generalmente presentan poca biodisponibilidad y por ende deben ser suministrados en
solucién acuosa a elevadas dosis para alcanzar la concentracion correcta en plasma; por
ello se buscan técnicas que permitan solubilizar o aumentar la velocidad de dilucion de
estos medicamentos para facilitar la absorcion en el organismo (Savjani et al., 2012). La
biodisponibilidad del triamtereno administrado por via intravenosa u oral se ha estimado
en un 52 + 22 % calculado a partir de concentraciones plasmaticas y urinarias,

demostrando que existe una alta variabilidad entre la poblacion evaluada.

Particularmente, frente a las dificultades asociadas a las deficiencias en solubilidad de los
principios activos de medicamentos, hay técnicas que contribuyen a incrementar la
disposicién del medicamento en el organismo y pueden ser de tipo fisicas o quimicas.
Entre las quimicas, se encuentra la formacién de complejos de coordinacion y de sales
(Savjani et al., 2012; Williams et al., 2013). Las sales son ampliamente utilizadas para
mejorar la disolucién y la biodisponibilidad de algunos principios activos, que son poco
solubles en agua (Alvarado Lépez, 2015), situacion que es comun al TAT. Las empresas
farmacéuticas que trabajan en nuevos medicamentos se enfocan principalmente en que
sean de administracion oral, esto por ser los mas econémicos y de mayor eleccién por los

mismos pacientes

Para el caso del TAT, debido a su analogia con el folato, se convierte en foco de interés
su estudio como potencial anticancerigeno. Especificamente esta propiedad ha sido

abordada evaluando la disminucion de la viabilidad en lineas de células de cancer de colon,
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el cual afecta a cerca del 35% en personas que sufren de presion arterial alta. Hay
evidencias de actividad anticancerigena en células de cancer de colon tratadas con TAT,
de gran incidencia en pacientes con este tipo de afecciones en el sistema circulatorio, por
lo que es el TAT un principio activo de gran interés para tratamientos futuros contra el
cancer (Guillotin et al., 2017; Moghadam et al., 2018).

Es muy pertinente conocer, controlar y/o evitar los efectos secundarios que puedan
derivarse, por ejemplo, de la interaccidn con agentes exdgenos con la radiacién
electromagnética, por lo que corresponde sobre nuevos materiales determinar la
estabilidad fotoquimica y evaluar su caracter fotosensibilizador. Adicionalmente, cualquier
producto nuevo a nivel farmacéutico, cosmético o de alimentos, requiere estudios y

pruebas de genotoxicidad y citotoxicidad para su evaluacion.

Por lo anterior, esta investigacion plantea la sintesis y caracterizacion de sales y/o
complejos de coordinacion del Triamtereno, utilizando ZnCl, y MnCl,, en los que se mejore
la miscibilidad en sistemas acuosos, que sirvan de referencia para posteriormente avanzar
a estudios de biodisponibilidad debido a sus aplicaciones farmacol6gicas como diurético.
La sintesis de complejos del TAT es viable, dado que posee en su estructura varios grupos
amino y nitrdgenos heterociclicos con electrones libres que pueden coordinarse con
cationes metélicos. Sin embargo, en medio &cido, estos sitios ricos en electrones pueden
protonarse y en presencia de los iones metélicos podrian generar las sales con el cation
del Triamtereno, las cuales se espera que sean mas solubles en medios polares en
comparacion con el ligando TAT, ademas la formacion de complejos de coordinacién y/o

sales, permitirAn conservar su estabilidad térmica y fotoquimica.

Referente a las medidas de los espectros de absorcion UV-VIS y de emisién fluorescente,
éstos pueden presentar cambios de modificarse la densidad electrénica en sectores de la
molécula involucrados en las transiciones electrénicas. Estos cambios pueden originar
modificaciones en el carécter fotosensibilizador de oxigeno molecular singulete y el
rendimiento cuantico de fluorescencia del TAT, por lo que se realizardn medidas que
permitan establecer su variacion. De ser complejos de coordinacion, se podran observar
nuevas transiciones metal-metal o metal ligando. Adicionalmente, debido al alto
rendimiento cuantico de fluorescencia observado para el TAT, de formar compuestos muy
estables con algunos de los metales, esto permitira abrir un campo de estudio como

marcadores fluorescentes.
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De forma general, aumentar la tasa de dilucién del principio activo favorece el aumento en
la concentracién del producto que llega a la célula y mejora sus aplicaciones como diurético
y como potencial anticancerigeno. Debido a que se esta proponiendo modificar la
estructura de un medicamento con el propésito de favorecer su transporte vy
biodisponibilidad al interior del organismo, se realizaran estudios de cito y genotoxicidad
para los derivados obtenidos, en los que se espera mejorar los parametros observados
para el TAT o al menos conservarlos. Se contribuird al estudio del potencial
anticancerigeno del TAT y los compuestos sintetizados, a través de ensayos genotdxicos
en una linea celular de cancer, la cual permitird demostrar el alcance del triamtereno y los

nuevos compuestos sintetizados.
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Objetivos

Objetivo General

Determinar el efecto en la solubilidad, estabilidad, citotoxicidad y genotoxicidad de nuevos

materiales sintetizados a partir de triamtereno con sales de manganeso y zinc.

Objetivos Especificos

e Sintetizar y caracterizar nuevos compuestos de triamtereno con sales de

manganeso y zinc.

e Determinar la estabilidad térmica y fotoquimica, solubilidad y caracteristicas
espectroscopicas de los derivados sintetizados.

e FEvaluar el caracter fotosensibilizador de oxigeno molecular singulete por parte de

los compuestos sintetizados como parametro de fototoxicidad.

e Determinar el potencial cito y genotdxico en lineas celulares y sangre periférica

humana, como parte de la caracterizacién de los nuevos compuestos.
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Metodologia general

Para la obtencion de los nuevos compuestos formados a partir del TAT (253.26 g/mol) y
de las sales de ZnCl, (136.286 g/mol) y MnCl, (197.91 g/mol) se utilizé una relacién molar
1:1 teniendo en cuenta los trabajos de Acufia Cueva et al., (2003); el Azzouzi et al., (2017);
Llopis et al., (1993). Dada la baja solubilidad del TAT en agua, este se disuelve en metanol
(99.8% p/p) mientras que las sales son faciimente disueltas en agua destilada. Se ajustan
los volumenes para que en mezcla quede una proporcién 1:4 de solucion hidroalcohdlica
(Agua:Metanol) al momento de adicionar la sal del metal disuelta en la solucién con el TAT.
El proceso se lleva a cabo con agitacion y una temperatura de 55°C. Al cabo de 3 horas
aproximadamente, la solucion con Zn se torna de color blanco mientras que la de Mn de
color marrén. Luego de un tiempo de no evidenciar cambios en la soluciéon, se da por
finalizado el proceso. Tras evaporacion del solvente restante y procesos de lavado y
secado, se extraen los solidos de cada muestra los cuales son analizados para determinar
sus propiedades espectroscopicas, morfolégicas, de velocidad de dilucion, estabilidad
térmica y fotoquimica (UVA), e incluso propiedades bioldgicas al ser testeados sobre lineas

celulares normal y tumoral.

Para determinar el efecto de la modificacion del TAT con las sales ZnCl,y MnCl,, sobre la
velocidad de dilucién de los compuestos, se utilizé la metodologia planteada por Li et al.,
(2015) adicionando iguales cantidades de sélido en el mismo volumen de aguay realizando
un seguimiento de la absorbancia, como parametro proporcional a la concentracion de TAT
disuelta en la disolucién, para lo cual las muestras se filtran previamente con microfiltros
de nylon 0.22 uM. A continuacion, se listan las técnicas a las cuales las muestras fueron

sometidas, incluyendo algunos reactivos de mayor relevancia.

Reactivos y solventes

El TAT, ZnCl, y MnCl,, son obtenidos de SIGMA-ALDRICH y fueron utilizados sin
tratamientos previos. metanol, etanol, acido acético glacial, HCI al 37%, DMSO, benceno,
rojo neutro, sarcosinato de sodio , bromodesoxiuridina (BrdU) , Colcemid, Bromuro de

etidio, NaCl, DPBF grado analitico, isopropanol, perdxido de hidrogeno, Giemsa obtenidos
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de MERCK Millipore. Medio de cultivo RMPI 1640 de BIOWEST, Suero fetal bovino de
LABG&M, PBS, tripsina-EDTA SIn 10X al 0,5% de Santacruz Biotechnology, MTT de
AMRESCO, azul de tripano de MP BIOMEDICALS, mitomicina C de Fisher Scientific,
Hoeschst 33258, agarosa SIGMA, tris, triton X-100 de AMRESCO.

Instrumentacion

Espectroscopia UV-VIS

Se utilizé en el andlisis el Espectrofotometro AGILENT 8453 UV-Visible ChemStation y
PerkinElmer Lambda 35, con software UVWinlab y Lambda35, respectivamente.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las muestras se fijaron en cinta de grafito, se les realiz6 un recubrimiento delgado en oro
(Au) y se analizaron en el microscopio electrénico de barrido en alto vacio DENTON
VACUUM Desk IV, con el fin de obtener imagenes en alta resolucién. Se empled el detector
de electrones secundarios para evaluar la morfologia y topografia de las muestras. El
andlisis elemental se realiz6 mediante una Microsonda de rayos X-EDX (referencia INCA

PentaFETx3 Oxford Instruments). Tiempo de analisis: 1.5 horas.
Espectroscopia FT-IR

Los espectros IR fueron tomados con el equipo FT-IR Spectrum Two (ATR) - Perkin Elmer.
Tipo de detector DTGS y recoleccién de datos en el rango espectral de 8300 a 350 cm™?

con resolucién hasta de 0.5 cm™.

Analisis Termogravimeétrico (TGA) y Calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

Los andlisis termogravimétricos se realizaron en equipo TA Instrument TGA550, bajo
atmosfera de Nitrogeno, calentando a una rampa de 10°C/min hasta llegar a 650 °C y

posteriormente hasta 900°C. Los analisis calorimetria diferencial de barrido DSC 250, en

atmosfera de Nitrégeno, calentando con una rampa de 10°C/min hasta 550 °C.
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Raman

Se utilizé espectrémetro LabRam HR Evolution, de Horiba Scientific con laser de excitacion
HeNe 632 nm y 784 nm. Tiempo de exposicion de 50 segundos. Todo el espectro fue
recolectado en el rango entre 100 y 2500 cm-1.

Espectroscopia de fluorescencia

Espectrofotémetro de fluorescencia en estado estacionario Cary Eclipse. Voltaje de 450 V.

con slit de excitacion 5 nm y slit de emision 5 nm con velocidad de barrido medio.
Fuentes de irradiacion

La fuente de irradiacion utilizada para la medida de fotoestabilidad y en las medidas
cinéticas en experimentos en estado estacionario, para comparar el caracter
fotosensibilizador de oxigeno molecular singulete, son de tipo LED370E de Thorlabs 2,5
mw, 370£20 nm y

Software

Procesamiento de espectros

Los espectros de absorcién y emision fueron procesados utilizando el software para
espectroscopia 6ptica Spectragryph versiéon 1.2.9 copyright © 2016-2018, desarrollado por
Dr. Friedrich Menges y OriginPro 2018 SR1 copyright © 1991-2017 OriginLab Corporation.
Para las estructuras quimicas y reacciones, se utilizé el software MarvinSketch 20.17.0
copyright © 1998-2020 ChemAxon Ltd.

Modelos biologicos

Linea celular CHO - K1

La linea celular CHO-K1 (ATCC CCL- 61) proviene de un subclonaje de la linea parental
CHO derivada de ovario de hamster chino, que crece adherida al sustrato (Ahn &
Antoniewicz, 2013).
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Linea celular MCF-7

La linea celular tumoral que se empled para los ensayos fue MCF-7 (ATCC: HTB-22)
derivada de adenocarcinoma de mama (Koutsilieris et al., 1999).

Equipos menores

Microscopio éptico, microscopio de fluorescencia ZEISS, cAmara de electroforesis, cAmara
de Neubauer, medidor de pH, bafio ultrasonido, planchas de calentamiento con agitacion,

termdmetros digitales, bafios termostatizados, vortex, centrifugas y micropipetas.
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1.CAPITULO 1

Sintesis y caracterizacion morfologica de
compuestos de triamtereno con ZnClz y MnCl..

Perfil de dilucion.

1.1 Resumen

El triamtereno (TAT), considerado un compuesto diurético de primera linea en algunos
paises e incluido dentro del grupo de los ahorradores de potasio, se ha usado de manera
individual o en combinacion con hidroclorotiazida para el tratamiento de hipertension y
edema hipostatico. Este principio activo presenta poca solubilidad en agua (45 pg/mL), un
limitante en la adsorcién a través de administracion oral. Con el propdésito de mejorar este
parametro y en consecuencia su disposicién en el organismo, se sintetizaron dos nuevos
compuestos, en los que se modificd la estructura del TAT con metales del bloque d
(manganeso y zinc), con el uso de los respectivos cloruros. La sintesis se llevo a cabo en
solucion agua:metanol. Estos compuestos fueron caracterizados a través de microscopia
electronica de barrido SEM vy difraccion de Rayos X en polvo. Adicionalmente, se
observaron los perfiles de disolucién en el tiempo en medio acuosa, evidenciando que este
parametro mejora en los compuestos sintetizados, con relacion al TAT. En esta dltima
medida, requiri6 de la realizacion de las curvas de calibracién para el calculo de los
coeficientes de extincion del TAT y sus derivados, debido a que el seguimiento de la
evolucién de la dilucion en el tiempo se realiz6 con el célculo de la concentracion,
proporcional a la absorbancia. Todos los cambios observados, son evidencia de la

formacion de los nuevos compuestos.

Palabras clave

Sintesis de derivados de triamtereno, caracterizacion morfolégica, perfil de dilucion
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1.2 Abstract

The Triamterene (TAT), is considered a diuretic compound and included within the group
of drugs called potassium-sparing drugs, has been used alone or in combination with
hydrochlorothiazide for the treatment of hypertension and hypostatic edema. However, due
to its low solubility in aqueous medium (45 pg / mL), but it’s presents a limiting adsorption
through oral administration. In order to improve this parameter, and consequently its
disposition in the body, two new compounds coordinated with metals from block d
(manganese and zinc) were synthesized from TAT and the salts of these metals as

precursors.

For the characterization of the synthesized compounds, morphological analysis was carried
out through SEM scanning electron microscopy and X-ray powder diffraction, the results
shown the formation of the new compounds obtained. Additionally, the dissolution profiles
were observed over time in aqueous medium as well as the determination of extinction
coefficients using the UV-VIS spectrophotometric technique, showing improvements in the

synthesized compounds.

Keywords

Synthesis of triamterene derivatives, morphological characterization, dilution profile



27

1.3 Introduccion

La quimica de coordinacion es una excelente alternativa para realizar modificaciones y
generar nuevos compuestos en los que se espera se conserve la accion farmacologica,
incluso la coordinacion con el metal genera la posibilidad de transiciones metal ligando y
ligando metal, que pueden conducir al desplazamiento de sefiales que incluso se pueden
observar tras la formacion de complejos de asociacion, sales o cocristales (Savjani et al.,
2012; Williams et al., 2013). Para el caso especifico del triamtereno, con tres grupos amino
primarios, puede dar lugar a la formacion de sales con acidos orgénicos, asi como
complejos de coordinacion con el centro metalico como se ha realizado con otros principios
activos de medicamentos que son poco solubles en agua (Alvarado Lépez, 2015). De
forma general, la industria farmacéutica y las recomendaciones desde la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés), se dirigen a promover el
desarrollo de nuevos medicamentos que sean de administracién oral, por ser los mas
econdémicos y de mayor eleccion por los mismos pacientes. Un reto con la mayoria de los
medicamentos de ingesta oral es mejorar su escasa su solubilidad o aumentar su tasa de
disolucion, ya que en el lugar en donde se lleve a cabo la absorcién, el principio activo

debe estar totalmente disuelto (Savjani et al., 2012).

Existen ejemplos muy interesantes de formacion de complejos de coordinacién de
compuestos derivados de pteridinas como la lumazina, por ejemplo, (lumazina, 1-
metillumazina y 1,6,7-trimetillumazina), con Cu (ll) y Cd (ll), los cuales presentan
coordinacion con el N5y O4 (Figura 1-1). En las estructuras cristalinas encontradas para
estos complejos, se evidencia la participacion del hidrégeno en la posicion N3
interactuando con uno de los cloros de la sal de cobre para la formacién de la estructura
cristalina del complejo (Acufia Cueva et al., 2003). Estos trabajos se motivaron con el fin
de entender la reactividad de compuestos como la molibdopterina (cofactor del molibdeno)
o la tetrahidropterina (precursor de la BH.), cuyos complejos metalicos son utiles como
vehiculos bioldgicos. Estos resultados son utiles como referencias de las posiciones en las

gue podrian generarse las coordinaciones metal-ligado
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Figura 1-1: Coordinacion de una sal de cobre con un derivado de pteridina. Los &tomos
involucrados en la coordinacion son el nitrdgeno N5 y el oxigeno O4.
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Figura adaptada de: Acufia Cueva et al., (2003)

Estudios de espectroscopia infrarroja del derivado 2,4-dihidroxipteridina, benzoilhidrazona
de 6-acetil-1,3,7-trimetillumazina (BZLMH), sefalan que los nitrdgenos N5 y el N6’ de la
molécula estan relacionados en la coordinacion del ion metélico como se aprecia en la
figura 1-2 (Jiménez Pulido et al., 2008). Estos mismos nitrdgenos son los principales
responsables de la coordinacion en piridinilhidrazona de 6-acetil-1,3,7-trimetillumazina
(PZLMH) con Cu(ll), Ag(l), Cd(I1), Hg(ll) y Gd(lll) (el Azzouzi et al., 2017). La coordinacién
puede ser bidentada o incluso tridentata, involucrando los atomos sefialados en la figura.

En gran parte de los casos la reaccion molar se da en proporcién 1:1.

Figura 1-2:  Estructura modelo de la coordinacion M (metal)-ligando, para los derivados
de pteridina BZLMH (R1=fenil) y PZLMH (R1=4-piridin).
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Figura adaptada de: Jiménez Pulido et al., 2008.
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La naturaleza exacta de como los derivados de pteridina se involucran en el sistema de
ciclo celular y la forma en que esto se puede aprovechar requiere de estudios mas
elaborados; mientras tanto, las investigaciones se enfocan en la sintesis de nuevos
compuestos de coordinacion que involucran ligandos derivados de pteridina como modelos
para imitar la reactividad del sitio metalico de algunas metaloenzimas (el Azzouzi et al.,
2017; Jiménez Pulido et al., 2008).

Observando la estructura quimica del TAT (Figura 0-1), es importante tener presente que
todos los grupos amino pueden en principio, actuar como donantes de electrones y en
consecuencia, ser potenciales posiciones de enlace con iones metalicos; mas adn,
aquellos nitrdgenos del heterociclo debido a que sus electrones libres son ortogonales al
sistema n y no pueden deslocalizarse efectivamente, por lo que no afectarian de forma
importante la transicion a mayor longitud de onda que presenta el TAT en la region UVA
de tipo n—n*, a menos de que la coordinacién involucre los electrones libres tipo n de los
grupos amino sobre el anillo, los cuales pueden deslocalizarse parcialmente en el sistema
aromatico. Los nitrbgenos de los grupos amino primario (-NHz), complementan
perfectamente la posibilidad de generar complejos bidentados generando anillos de 5
miembros con el metal, y se puede contar incluso con la participacion de los atomos de H
gue tienen enlazados. Estudios de resolucion de la estructura cristalina y propiedades
espectroscoépicas de una sal de triamtereno diprotonada, sefialan como sitios de enlace
los nitrégenos N3 y N8 del TAT al someterse a un medio acido en presencia de
tetrahalocuprato (Il), (Llopis et al., 1993) como se aprecia en la figura 1-3. El medio

excesivamente acido favorece la protonacion de los nitrégenos mencionados.

Si bien la formacion de estos compuestos puede mejorar la solubilidad y transporte de este
principio activo a través del organismo, también pueden afectar la actividad del
medicamento. Al respecto, puede plantearse que la formacion de compuestos de
coordinacién con ligandos como las pteridinas, puede contribuir al proceso de transferencia
de electrones, los cuales se llevan de forma natural en los procesos biolégicos. El efecto
farmacologico puede verse mejorado debido al efecto quelante. EIl solapamiento de los
orbitales del ligando con el metal con grupos donantes ya incorporados, aumentaria la
deslocalizacion de los electrones = del TAT, lo que en consecuencia trae un aumento en
la liposolubilidad, y esto en definitiva, favorece la permeacion a través de la membrana

celular (Priya et al., 2009; Villa Pérez et al., 2018). En los complejos se incrementan las
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posibilidades de las transiciones electronicas, metal ligando y ligando metal, asi como se
disminuyen otras donde especificamente se centraron las coordinaciones entre las partes.
En el caso particular de la formacion de sales, éstas serdn mas hidrosolubles en
comparacion con el TAT. En estos casos, estos compuestos pueden ser transportados al
interior de la membrana celular, por mecanismos de transporte a través de procesos de

difusion facilitada o con la ayuda de proteinas transportadoras.

Figura 1-3:  Estructura del tetrahalocuprato (ll) de triamtereno con participacién de los

Nitrégenos N3 y N8 protonados, en la generacion de la sal al ser ionizados por el quelante.
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Figura adaptada de: Llopis et al., (1993)

Segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico, el TAT es un medicamento de clase Il,
es decir; pertenece al grupo de baja solubilidad (45 pg/mL en H>O; 8 ng/mL en PBS, pH
7.4), y alta permeabilidad en tejido intestinal (Li et al., 2015; Savjani et al., 2012).

Tabla 1-1: Concentracion del TAT alcanzada en distintos solventes reportada por

algunos autores

Solvente Parametro calculado
Agua 45 ug/mL (Li et al., 2015)
DMSO:PBS (1:4) 200 pg /mL (Bawa, 2007)

Acido férmico 1x10° pg /mL (Sigma, n.d.)




31

Entre los metales de interés para formar los nuevos compuestos con TAT en el presente
trabajo, se encuentra el zinc, el cual efectda su coordinacién con la participacion de
orbitales tipo s, teniendo claro que su estado de oxidacion es +2 y para el cual sus orbitales
d estan llenos [zZn (II) (3d9)]. Esta condiciéon de los orbitales d llenos, aumentan su
estabilidad con relacién a otros metales del bloque d, debido a que son menos apantallados
y en consecuencia poseen una mayor carga nuclear efectiva que otros metales del mismo
periodo. Esto puede conducir al aumento de las interacciones ién-dipolo, donde los
orbitales d llenos son mas facilmente polarizables que los s y p del ligando. El manganeso
por su parte, del mismo periodo de la tabla periddica, al ser mas grande y tener su subcapa
d semillena, admite mas opciones en cuanto a nimeros de oxidacion y debido a su tamafo
puede tener mayor coordinacion con el ligando. Sin embargo, este metal, por la misma
condicion de su distribucion electrénica, es mas facilmente oxidable y posiblemente sus

complejos también menos estables.

Especificamente los metales seleccionados, hacen parte de los cofactores enzimaticos en
diversas funciones metabdlicas en el organismo humano. El manganeso es necesario
para producir energia y proteger las células: también es necesario para fortalecer los
huesos, reproduccién, coagulacion sanguinea y mantener un sistema inmunitario sano.
Las cantidades de manganeso en el cuerpo oscilan entre 0.003 mg en un recién nacido,
hasta 2.3 mg en hombres adultos. Por otro lado, el zinc ayuda al sistema inmunitario a
combatir virus y bacterias, es necesario para sintetizar proteinas y ADN, para el
crecimiento y desarrollo, cicatrizacion de heridas y el funcionamiento normal del sentido
del gusto y el olfato. La cantidad de zinc en el cuerpo oscila entre los 2 mg en un recién
nacido hasta mas de 12 mg en una persona adulta (NIH, 2019). Por lo anterior, en esta
investigacion se obtienen nuevos compuestos con el ligando TAT y metales Mn y Zn, se
evalla su efecto sobre la velocidad de dilucion en agua, se procede a su caracterizacion
morfoldgica y espectroscopica, y en los proximos capitulos, se presentan los resultados
frente a la estabilidad térmica y fotoquimica, el efecto sobre el caracter fotosensibilizador

(generacion del oxigeno molecular singulete), y sus efectos cito y genotdxicos.
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1.4 Metodologia
1.4.1 Sintesis del nuevo compuesto de TAT con ZnCl..

En la obtencion del TAT-Zn se utilizé una relacion molar 1:1. El TAT (253.26 g/mol) sélido
al 99% de pureza, se disolvi6 en metanol al 99.8% de pureza. Este proceso se acelerd
introduciendo la solucién en bafio de ultrasonido por 5 minutos y posteriormente se llevo
el recipiente a una plancha de calentamiento con agitacion a una temperatura de 55°C
para no exceder el punto de ebullicibn del metanol reportado como 64°C segun Ott et al.,
(2012).

Por separado y en la cuarta parte del volumen anterior, se disuelve el ZnCl, anhidro
(136.286 g/mol) en agua destilada. ElI TAT disuelto se adiciona lentamente a la solucién
salina a un ritmo de 0.5 mL por cada 10 min manteniendo la agitacion y el calentamiento
constante. Aproximadamente 2.5 horas después, se observa un cambio en la coloracién
de la solucién pasando de incoloro a blanco el cual es un indicativo de que se han formado
nuevas particulas (Figura 1-4). Al cabo de 20 dias en reposo y permitiendo la evaporacion
del solvente de manera a presion atmosférica, al abrigo de luz y polvo, el sélido blanco se
recolectd por centrifugaciéon a 6500 rpm / 10 min. El sélido fue lavado con una mezcla
metanol y agua fria (1:1) para arrastrar el exceso de sal y de TAT en el medio, estos
lavados se hicieron por triplicado para garantizar remocion de excipientes y posteriormente

se somete a secado en estufa hasta conservar un peso homogéneo en la muestra.

1.4.2 Sintesis del nuevo compuesto de TAT con MnCla.

El proceso de la sintesis del TAT-Mn es similar al descrito anteriormente. Se disolvi6 el
TAT en metanol y el MnCl».4H,0 (197.91 g/mol) en una cantidad similar de agua destilada.
Se agrega la solucién de TAT sobre la solucion de la sal en las mismas condiciones
descritas anteriormente (0.5 mL/10 min) manteniendo agitacion y calentamiento constante.
El proceso tarda entre 2 y 3 horas, al cabo de las cuales la solucion se torna de color
marrén, indicando asi la transformacion quimica (Figura 1-4). El nuevo sdlido es
recolectado por centrifugacion y es lavado posteriormente. Se somete a secado en estufa

hasta una masa homogénea en la muestra.
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Figura 1-4: Color de los nuevos compuestos TAT-Zn (izquierda) y TAT-Mn (derecha) en

suspension en la solucién hidroalcohdlica.

1.4.3 Analisis de Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Al andlisis de SEM (por sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscope), permite
determinar la morfologia de las muestras. En el equipo se genera un haz de electrones
acelerado y polarizado. Los electrones estabilizados mediante un campo magnético son
dirigidos con el uso de bobinas hacia un punto especifico de la muestra, permitiendo hacer
un barrido en determinada zona. En medio de la interaccion haz de electrones-muestra, se
generan pérdidas de energia, rayos-x y electrones secundarios (con alto rendimiento) los
cuales son principalmente utilizados para construir la imagen o micrografia. Las imagenes
obtenidas presentan una amplia profundidad de campo, lo que posibilita el estudio de
muestras rugosas o microcristalinas. Los rayos-x generados son utilizados para analizar la
composicion de la muestra “in situ”. Este analisis se lleva a cabo aprovechando la energia
dispersada caracteristica de cada elemento quimico, energia que es traducida en una

sefial que proporciona informacién analitica cualitativa y cuantitativa (Quiroz, 2014).

1.4.4 Difraccion de Rayos X en polvo (XRPD).

No todas las sustancias cristalinas pueden formar cristales macroscépicos, por lo tanto, se
utiliza el modelo propuesto por Debye & Scherrer (1916) para determinar el difractograma

de solidos cristalinos en polvo. Esta técnica consiste en hacer pasar un haz de rayos x a
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través del material, no es destructiva y se destina a estudiar la estructura de diversos
materiales en estado sélido. Estos cristales se orientan de manera aleatoria y los rayos
gue inciden en la muestra se difractan de tal manera que se forma una imagen circular en

una placa fotografica.

En teoria, toda estructura cristalina puede considerarse como conjuntos de redes
desplazadas entre si, por ende, todo arreglo de red difracta rayos X reflejandolos desde
un plano; esto siempre y cuando, se ajuste a una solucion discreta de la ley de Bragg. El
haz de rayos X se divide en varias direcciones por accion de la difraccién causada por la
agrupacién de atomos en forma simétrica. Esto genera un patrén de intensidades o
difractograma que se interpreta segun la ubicacién de los 4&tomos en el cristal. En la
ecuacion (1) A es la longitud de onda, n es un niumero entero y d es la distancia entre
planos (Coral, 2010; Quiroz, 2014).

niA=2d senf Q)

Reorganizando términos, tenemos:

d =" send )

El lugar en donde se detecta una reflexién de rayos X depende exclusivamente de 6, para
un A especifico. Esto quiere decir que, la posicion de las reflexiones del haz incidente
depende Unicamente de la dimensién de la red y no de la posicién entre sus atomos. La
difraccién de rayos X es una caracteristica exclusiva de cada material (huella digital) lo que

permite identificar y caracterizar el material de estudio (Quiroz, 2014).

1.4.5 Determinacion de coeficiente de extincion molar del TAT en
aguay el perfil de dilucion en presencia de ZnCl, y MnCla.

Debido a que el seguimiento de la evolucion en el proceso de dilucion de las muestras en
el tiempo, se realiza por espectroscopia UV-VIS, se realizaron las curvas de calibracion de
concentracion vs absorbancia. De forma inicial, se determiné el coeficiente de extincion

molar del TAT en agua. Se preparo una solucién madre de TAT 1.6 x 10*M en agua
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destilada, de la cual se tomaron alicuotas y se hicieron adiciones sucesivas en celda de
cuarzo de 1 cm de paso Optico, a temperatura ambiente. El rango de concentraciones en
celda fue entre de 7.5 x 10° M y 4.9 x 10° M. En el rango analizado, se verific el
cumplimiento de la ley de Beer, en donde la respuesta de la absorbancia se mantuvo lineal,
frente a la concentracion (Parnis & Oldham, 2013). La lectura se realizé6 en maximo de
longitud onda de absorcién en UVA (Amax = 362.4 nm). Al graficar la absorbancia vs

concentracion molar, se obtuvo la curva de calibracion.

En la evaluacion del perfil de disolucién en el tiempo, se utilizé la metodologia expresada
por Li et al., (2015). Se prepararon 3 soluciones, cada una con 5 mg de TAT puro en 250
mL de agua destilada (0.02mg/mL, 8 x 10° M) con el fin de alcanzar una absorbancia
cercana a 1.00 en celda. Para monitorear el cambio en la absorbancia que surge a raiz de
la interaccion del TAT con Zn y Mn, a un recipiente se adicion6 ZnCl, y al otro MnCl; en
una relacion molar 1:1. De cada muestra se tomaron alicuotas de 2 mL las cuales se
filtraron (didmetro de poro 0.22 pum) antes de leer la absorbancia en celda. Se determino
el cambio de la absorbancia en el tiempo de cada uno de los tratamientos desde el minuto
cero (0) hasta completar 2 horas o hasta alcanzar absorbancia igual a 1.00.

1.5 Resultados y Analisis

1.5.1 Apariencia Fisica de los nuevos compuestos

Luego de ser secados en estufa a 70°C, se recogieron los nuevos compuestos en tubos
de vidrio. Los so6lidos formados mantienen su color al igual que en la suspensién; esto es,
color amarillo palido para el compuesto TAT-Zn y color marrén para el compuesto
denominado TAT-Mn. Ambos se recogen en forma de material particulado percibiendo al
TAT-Zn como el de particulas mas pequefias, estilo polvo; mientras que el TAT-Mn forma

hojuelas bastante delgadas (Figura 1-5).

Los materiales se siguen conservando al abrigo de la luz en un desecador y se procede a

determinar el resto de las caracteristicas.
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Figura 1-5:  Apariencia de los nuevos compuestos sintetizados

s

TAT-Zn TAT TAT-Mn

1.5.2 Resultados y analisis de micrografias SEM

Se tomaron varias micrografias utilizando microscopia de barrido electrénico en donde se
puede apreciar claramente que los cristales tanto del precursor TAT como de los huevos
compuestos generados, tienen tamafios distintos, debido a un proceso de cristalizacion no
homogéneo; esto es, todos los cristales tienen diferente longitud y espesor. La figura 1-6
muestra la morfologia del TAT a 2000 y 4000 veces el aumento de tamafio. El TAT puro
es capaz de formar cristales de gran tamafio de formas no homogéneas siendo la mayoria
en formas de rombos y otras hexagonales, se puede apreciar la superficie lisa y de pared
gruesa. En algunos sitios se observan conglomerados de estas formas las cuales aparecen
de tonalidad mas oscura debido a la densidad de la muestra (entre mas densa sea la
muestra, menor es el contraste que se genera). El ancho de los cristales es cercano a los
3um mientras que el largo y alto son variables. Es claro en las imagenes, como la
interaccion con ZnCl, y MnCl, cambia la forma de cristalizacion. En ambos casos los
cristales son de menor dimension, pero con geometria alargada. Justamente, este
parametro de largor se hace dificil de medir debido a su multiple fragmentacion y en
algunos sitios, estas formas se agrupan en conglomerados permitiendo visualizar
estructuras mas largas que el campo visible. EI TAT-Zn forma estas estructuras alargadas
conocidas como aciculas con extremo semicircular y de apariencia lisa en las cuales el
ancho es inferior a los 2um. El compuesto TAT-Mn prefiere formar estructuras algo mas

rugosas, pero también alargadas en forma de rectangulos planos. De igual manera se
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disminuye el tamafio en la formacion de cristales que ahora tienen una forma alargada y
medianamente uniforme, como largos bastones. Debido al largo de estas estructuras
ocurre lo mismo que con el TAT-Zn y tienden a la fragmentacién. El ancho de estas

estructuras ronda los 1.5 um.

Figura 1-6:  Micrografias tomadas por microscopia electrénica SEM. a) y b) TAT; c) TAT-
Zny d) TAT-Mn.
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El andlisis elemental se realiz6 mediante una Microsonda de rayos X-EDX. Los resultados
aparecen en la figura 1-7 y en ambos casos se encuentra la presencia de los metales Zn
y Mn junto con su halégeno CI proveniente de la sal precursora. Para el Zn se tiene un
porcentaje atdmico de 15.76%, en peso de la muestra mientras que para el Mn se
encuentra que el porcentaje atémico tiene un valor de 2.59% que corresponde a en peso
de la muestra como aparece en las tablas 1-2 y 1-3.
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Tabla 1-2: Analisis elemental SEM del compuesto TAT-Zn

Elemento  Intensidad de sefial % Peso % Atomico
C 0.1698 294 +5.12 62.53
Cl 0.8047 30.17 + 2.25 21.71
Zn 0.8659 40.39 + 3.04 15.76

Tabla 1-3: Andlisis elemental SEM del compuesto TAT-Mn

Elemento Intensidad de sefal % Peso % AtOmico
C 0.2964 70.91 +2.10 89.05
Cl 0.8722 19.66 + 1.43 8.36
Mn 0.7883 9.43 + 0.87 2.59

Figura 1-7:  Andlisis elemental tomado en microscopia SEM. TAT-Zn a la izquierda y
TAT-Mn a la derecha.
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1.5.3 Analisis de patron de difraccion: Rayos-X en Polvo

El patron de rayos-x en polvo (XRPD) otorga una huella digital de la forma especifica de

un cristal, por lo que esta técnica se utiliza como método confiable para identificar y



39

caracterizar las formas diferentes que puedan tener el TAT con los dos nuevos compuestos
generados con Zn y Mn (Bawa, 2007).

La figura 1-8 muestra una comparacién entre el patrén de difraccion experimental y el
tedrico. Los valores de los dngulos de difraccion (26) coinciden exactamente con el TAT
tedrico de referencia [00-039-1824]. Al observar las sefales en los mismos angulos de
difraccién, se demuestra que el ligando TAT conserva las propiedades y caracteristicas de
sélido cristalino (Peng et al., 2018); por lo tanto, es una referencia de la calidad de la
muestra. La sefial que se toma de referencia es la cercana a 26 = 10°, ocasionada por una
separacion interplanar entre las capas que conforman el cristal (Cullity, 1978). La similitud
entre las sefiales proporciona la seguridad de que el TAT utilizado es puro y se pueden

realizar reacciones de sintesis.

Figura 1-8: Patrdn de difraccion de rayos X en polvo para el TAT puro.
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A continuacion, se obtuvieron los difractogramas para cada uno de los nuevos compuestos
sintetizados. Al comparar los patrones de difraccion de rayos X de TAT-Zn, TAT-Mny TAT
se observan sefiales bastante diferentes en posicion, forma e intensidad. Esto confirma
gue los solidos obtenidos (inherentemente diferentes) forman cristales no amorfos y no
homogéneos al igual que el TAT precursor. La sefial que aparece cercana al angulo 26 =

10° esta asociada con la separacion de los planos que estan presentes en el cristal
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(separacion interplanar) y las sefales inferiores a este dngulo se originan al aumentar el
tamarfo de la celda como se ve en el TAT-Zn y TAT-Mn, esto quiere decir que se ha
formado un buen complejo cristalino y que, ademas, cada compuesto presenta diferente
fase cristalina (Cullity, 1978). Esta informacién se puede detallar en la figura 1-9, en donde
el patron del TAT aparece de color negro en la parte superior de la gréfica, el patrén del
TAT-Zn aparece en la mitad de color verde y el patrén del TAT-Mn esta al final de color
rojo.

Figura 1-9: Comparacion de los patrones de difraccion de rayos-x de TAT, TAT-Zny
TAT-Mn.

5 10 15 2 2 30 35
<
=2
-
[+
-
0
c
[11]
—
E 1 L 1 1 1 1
' | ' ' —TAT-Wn] |
5 10 15 20 25 30 35

26

Con la ley de Bragg, se puede dar un indicio del tamafio de la celda unitaria (d) utilizando
el pico o banda que aparece mas a la izquierda de cada difractograma. Acorde a la ley,
entre menor el angulo de difraccién, mas grande es el tamafio de celda ocasionado por
una mayor distancia interplanar de los nuevos compuestos. El resumen de esta

informacion se encuentra condensada en la tabla 1-4.
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Tabla 1-4: Determinacién del tamafio de celda unitaria por Ley de Bragg.

Posicion de banda Angulo (radianes) Tamarfio de celda (&)

Compuesto
20 0 d
TAT 9.4 4.7 9.43
TAT-Zn 6.1 3.1 14.4
TAT-Mn 55 2.7 16.1

1.5.4 Determinacion del perfil de dilucion en agua y coeficiente de
extincion especifico para TAT, TAT-Zny TAT-Mn.

Si bien lo referente a la caracterizacién espectroscopica, se describe en el capitulo
siguiente, es pertinente mencionar, que debido a que se realizara el seguimiento del
cambio en la concentracion, a través de medidas de absorbancia, como parametro
proporcional a la concentracion, se hace necesario realizar la curva de calibracién y
adicionalmente, se determina el coeficiente de extincion, por lo que este parametro en
particular para el TAT como referencia, se presenta en este capitulo. Para el TAT en agua,
estas medidas se realizan en concentraciones del orden de 10° M. En la figura 1-10, se
observan los espectros del TAT a diferentes concentraciones y la curva de calibracion en
la que los resultados de absorbancia y de concentracién, se ajustan a un modelo lineal,
medidos a Amax = 362,5 nm. La pendiente de este grafico corresponde al coeficiente de
extincion molar. El valor del intercepto en el modelo de regresién, nos sefiala donde esta
la incertidumbre en la medida y que en este caso corresponde a la tercera cifra decimal.
Para este caso, el valor del coeficiente de extincién molar, medido a temperatura ambiente,
€S E362nm = 16 182 cm™ 1M1,

Es importante tener presente que el cloruro de Zn (ll) tiene un maximo de absorcién
reportado a 197,6 nm y de ahi, un decrecimiento pronunciado, de forma similar al
observado para el MnCly, la longitud de onda de corte es a 240 nm (Ramesh et al., 2014),
por lo que no presenta una absorbancia en la region en UVA, donde se sigue la

absorbancia del TAT o de sus derivados (Trivedi et al., 2017). como parametro proporcional



42

a la concentracion y en consecuencia, no presentan interferencia en las medidas. En la
figura 1-11 se observan los resultados del cambio de las absorbancias de los tres
compuestos en el tiempo manteniendo una agitacion regular. El analisis ANOVA de las
pendientes tras regresion lineal arroja valor P por debajo de un nivel de confianza 0.05
para las tres pendientes, por lo tanto, se puede afirmar que existe un efecto
estadisticamente importante en cuanto a la velocidad de diluciéon del TAT en agua en
presencia de los cloruros de Zn y Mn. El mismo andlisis arroja que las pendientes son
diferentes entre si, corroborando que el tratamiento con adicién de Zn aumenta la velocidad
de dilucién del TAT con mayor significancia. Las soluciones con TAT-Zn y TAT-Mn en el
medio alcanzan un mayor valor de absorbancia en un menor tiempo de agitacién que el
TAT a la longitud de onda evaluada de 362 nm. Considerando como referencia los 75
minutos, tiempo al cual el compuesto TAT-Zn alcanzo absorbancia cercana a 1.00, las
soluciones acuosas de TAT-Zn y TAT-Mn presentaron porcentaje de disoluciones de
97.5% y 80.0% respectivamente; mientras que el TAT solo un 57.5%. Un tiempo de dilucién

mas corto, puede contribuye a una mejor absorcion del principio activo.

Los datos se tomaron por un tiempo superior a los 100 minutos hasta alcanzar una
absorbancia cercana a 1.00, que corresponde al valor maximo estimado segun se

prepararon las muestras con base al coeficiente de extincién encontrado para el TAT.

Figura 1-10: Determinacion experimental del coeficiente de extinciébn molar del TAT en

agua.

1,0 10-
= TAT en H,0 €p54,
0,81 0,84 Y=16182x-0,00712
© © R2 = 0,99924
%) O
G 06 S 06-
o o
o 5 i
0 0,41 8 04
Q O
< < 0,2_
0,2
0,0
0,0 T T T T T T T 1
280 320 360 400 440 0,0 2,0x10°  4,0x105  6,0x10°

Longitud de onda (nm) Concentracion (M)



43

En la tabla 1-5 se encuentra la concentracion alcanzada en cada una de las soluciones al
cabo de 75 minutos de agitacion, tiempo en el que la solucion TAT-Zn alcanzo la
absorbancia de 1.00. Los ensayos se llevaron a cabo a 23.7 °C y los porcentajes de
concentracion fueron calculados teniendo en cuenta 5 mg pesados en un volumen de 250
mL de H,O (7.9x10° M). Los resultados arrojan que la inclusiéon del Zny Mn en la estructura
del TAT incrementan la velocidad de dilucion del principio activo hasta en un 40% para las

condiciones evaluadas.

Figura 1-11: Variacion de la absorbancia en el tiempo para TAT, TAT-Zn y TAT-Mn,

medido a 362 nm.
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Tabla 1-5: Absorbancia y concentracion de TAT en las distintas soluciones en 75
minutos. Coeficiente molar de extincion experimental del TAT en H2O: €xz6nm = 16182 cm-

1M-1

Solucién Absorbancia Concentracién TAT en solucién % TAT en

(ug/mL) solucion
TAT 0.604 11.5 57.5%
TAT-Zn 1.025 195 97.5%

TAT-Mn 0.839 16.0 80.0%
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1.6 Conclusiones

Los compuestos sintetizados de TAT con ZnCl, y MnCl,, respectivamente, exhiben
propiedades morfoldgicas que los diferencian de su precursor TAT, evidenciado a través
de los estudios de micrografias SEM, en referencia al tamafio y forma de los cristales
obtenidos. Los compuestos formados con TAT-Zn y TAT-Mn muestran cristales mas
largos y aplanados en comparaciéon con el precursor TAT. Estos cambios morfolégicos
observados en las micrografias SEM son indicio de un cambio en la cristalinidad de las
muestras que se obtienen tras evaporacion del solvente (Onoda et al., 2020).

El cambio observado en los difractogramas XRPD permite corroborar lo evidenciado en las
micrografias SEM, en donde la forma alargada de las bandas nos dice que los compuestos
presentan formas de cristalizacion diferentes, no homogénea y no amorfas, dando por echo
gue los 3 compuestos son inherentemente distintos. Con la ley de Bragg, se obtuvo un
indicio del tamafio de la celda unitaria (d), encontrando que los compuestos TAT-Zn
(d=14.4 A) y TAT-Mn (d=16.1 A) aparentemente tienen mayor tamafio de celda que el TAT
(d=9.43 A). Acorde a esta ley, a menor el angulo de difraccion, mas grande es el tamafio
de celda, derivado de una mayor distancia interplanar de los nuevos compuestos (Debye
& Scherrer, 1916).

El analisis elemental, obtenido mediante Microsonda de rayos X-EDX, permite evidenciar
gue el Zn y Mn estan presentes en la estructura del TAT provocando mayores distancias
entre los planos de los microcristales formados. Estos metales ligados al TAT hacen que
el principio activo aumente la tasa de disolucién alcanzando mayores concentraciones en
menores intervalos de tiempo en las condiciones en que se llevé a cabo el experimento. A
los 75 minutos de agitacion a temperatura ambiente (23.7°C) , la solucién con Zn aumento
la tasa de dilucion del TAT en un 40% mientras que la solucién con Mn logré un incremento
del 22.5% respecto al mismo compuesto. El incremento en la velocidad de disolucion del

farmaco contribuye a una mejor absorcion en el organismo.
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2.CAPITULO 2

Determinaciéon de estabilidad térmicay
propiedades espectroscopicas de los

compuestos formados con TAT, ZnCl2y MnClo.

2.1 Resumen

Los compuestos sintetizados fueron caracterizados a través de técnicas espectroscopicas
como absorcion UV-VIS, infrarrojo y raman. Estos analisis proveen informacién acerca de
los posibles sitios de unién de los metales Zn y Mn en la molécula del TAT. Segun los
resultados, se deduce que es el nitrégeno 5 del anillo de pterina el mayor candidato para
unirse a los metales, asi como los nitrdgenos de los grupos amino. Estos resultados se
contrastaron con los obtenidos en los termogramas y en el perfil de dilucién al relacionar
la disminucion de temperatura de fusién con la perdida de enlaces de hidrogeno

intramoleculares, asi como el aumento en la velocidad de dilucién del TAT.

Se determind el caracter fotosensibilizador del TAT y los complejos con Zn y Mn
sintetizados, en medios alcohdlicos, pero esto no pudo ser observado en solucién acuosa,
debido posiblemente al reducido tiempo de vida del oxigeno molecular singulete en agua.
Esto se realizé a través de medidas de actinometria en estado estacionario, que
permitieron establecer el rendimiento cuantico de oxigeno molecular singulete que generan
los nuevos compuestos. Adicionalmente, se realizaron medidas de rendimiento cuéntico
de fluorescencia, para aportar a la caracterizacién de los materiales, con miras al estudio
posterior de sus aplicaciones como marcadores fluorescentes. La caracterizacién se
completd con la determinacion de las medidas de band gap Optico y potencial Z. Este
ultimo, con el propdsito de estimar la estabilidad de las dispersiones de los compuestos

sintetizados.

Se evidencia que los metales Zn y Mn se incorporan satisfactoriamente y seguramente
presentan interaccion con el N5 del heterociclo, observando este efecto en diferentes

tamafios y desplazamientos de las bandas de los espectros UV y técnicas de
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espectroscopia infrarroja. Esta interaccion con los metales provoca cambios en los enlaces
de hidrogeno intramoleculares alterando la estabilidad térmica y cambiando la forma de

cristalizacion de los compuestos.
Palabras clave

Caracterizacion espectroscopica, estabilidad térmica, estabilidad fotoquimica

2.2 Abstract

One of the most significant evidence to verify the generation of new coordination
compounds is the determination of the structural, thermal and spectroscopic properties of
the new synthesized compounds. With the analysis of spectroscopic techniques such as
UV-VIS, infrared and RAMAN technical, it could be deduced that the nitrogen 5 of the pterin
ring of the TAT is the main candidate to bind the metals Manganese and Zinc. In addition,
the thermograms were contrasted with the dilution profile, it was evidenced that the
decrease in melting temperature with the loss of intramolecular hydrogen bonds, as well as
the increase in the dilution rate of the TAT.

Additionally, the photosensitizing character was determined through steady- state
actinometry measurements of the TAT and the complexes with Zn and Mn synthesized in
alcoholic media, it was possible to ensure the generation of singlet molecular oxygen and
the calculation of the quantum yield for the new compounds. Additionally, fluorescence
guantum yield measurements were carried out to contribute to the characterization of the
materials, with a view to the subsequent study of their applications as fluorescent markers.
The characterization was completed with the determination of the optical band gap and Z
potential measurements. The latter, with the purpose of estimating the stability of the

dispersions of the synthesized compounds.

It is evident that Zn and Mn are incorporated satisfactorily and surely interact with the N5
of the heterocycle, observing this effect in different in sizes and shifts in the bands of the
UV spectra and infrared spectroscopy techniques. This interaction with metals causes
ruptures in intramolecular hydrogen bonds, lowering the melting point and changing the

crystallization form of the compounds.
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Keywords
Spectroscopic characterization, thermal stability, photochemical stability

2.3 Introduccidn

El interés por la quimica de coordinacién y formacion de sales de los derivados de pterinas
viene en aumento afio tras afio. Ya han sido sintetizados algunos complejos de
coordinacién y algunas sales utilizando como precursor organico a los derivados de
pteridina. Por ejemplo, complejos de compuestos alquilados de lumazina con Cu(ll) y Cd(Il)
realizados por Acufia Cueva et al., (2003) demostraron que el N5 de la pteridina esta
involucrado en el enlace de coordinacion (Figura 1-1). Asi mismo, Jiménez Pulido et al.,
(2009) en su trabajo con la pteridina-benzoylhidrazona, un hibrido entre 6-acetil-1,3,7-
trimetilumazina y benzohidrazida (Jiménez Pulido et al., 2008), encontrd que también es
el N5 del anillo heterociclico el responsable de coordinarse esta vez con los metales rodio
(Rh) y cobalto (Co) (Figura 1-2). Finalmente, investigaciones como la de el Azzouzi et al.,
(2017) corroboran que, en el caso de la piridinilhidrazona, un derivado de trimetillumazina,
vuelve a ser el N5 uno de los grandes responsables de la formacion del enlace, esta vez

con Ag, Cu, Hg, y Gd.

Particularmente en la estructura del TAT (Figura 0-1), tanto los electrones libres de los
nitrégenos en el heterociclo del anillo de la pteridina, como los nitrégenos de los grupos
amino, unidos a este, son potenciales donores de electrones, en su proceso de generar
coordinaciones con los metales. Sin embargo, los nitrégenos del anillo tienen un especial
ambiente quimico, debido a que sus electrones libres no pueden deslocalizarse en el
sistema aromatico, debido a que son ortogonales a este. Con relacion a las sales, aqui
cabe mencionar a Llopis et al., (1993) quien sintetizo una sal de TAT con un compuesto
tetrahalogenado en un medio excesivamente acido, protonando asi los nitrégenos N3 y N8
de la pteridina, responsables de formar puentes de hidrogeno con el tetrahalocuprato
(Figura 1-3).

Muchos de estos trabajos expuestos, entre otros, tienen motivaciones relacionadas a
entender la sintesis, reactividad y transporte de los metales en el organismo, como lo es

el caso del molibdeno y la molibdopterina o la tetrahidropterina (precursor de la BH.), cuyos
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complejos metalicos son Utiles como cofactores bioldgicos. La naturaleza exacta de como
los derivados de pteridina se involucran en el sistema de ciclo celular y la forma en que
esto se puede aprovechar requiere de estudios mas elaborados; mientras tanto, las
investigaciones se enfocan en la sintesis de nuevos compuestos de coordinacién que
involucran ligandos derivados de pteridina como modelos para imitar la reactividad de, por
ejemplo, el sitio metalico de algunas metaloenzimas (el Azzouzi et al., 2017; Jiménez
Pulido et al., 2008).

Existen varios grupos de medicamentos que después de su administracion por cualquiera
de las vias comunmente utilizadas (oral, topica, intravenosa), pueden generar reacciones
adversas de tipo fototdxicas, que son activadas por la exposicion del paciente a radiacion
UV-VIS. A diferencia de las reacciones fotoalérgicas, la fotosensibilizacion depende de la
dosis del medicamento y de la radiacion, y puede involucrar la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), con capacidad de incrementar el
estrés oxidativo sobre proteinas y lipidos (Zaheer et al., 2016). Existen estudios cualitativos
gue sugieren que el TAT puede formar por radiacion en la region UVA, especificamente
oxigeno molecular singulete (O2[*'Aq4]) (Vargas, Fuentes, et al., 1998; Vargas, Volkmar, et
al., 1998) y que esto es asociado a su fototoxicidad. Al respecto, es propio mencionar que
esta especie, Oz['A], es el estado excitado de mas baja energia del oxigeno molecular y
hace parte de las especies reactivas de oxigeno; es deficiente de electrones, diamagnética
(multiplicidad singulete) y su exceso de energia con relacion al estado basal triplete, le
permiten participar en reacciones que estan prohibidas para el estado basal triplete. Tiene
un tiempo de vida que oscila entre los 4 y 60 ms en fase liquida (Jensen, 1999), lo que
implica que las reacciones en la que participa son muy rapidas. Las especies que lo
producen se les llama fotosensibilizadores tipo Il. Estas especies, son capaces de
absorber energia y desde sus estados excitados (principalmente el triplete por ser un
proceso permitido por que se conserva la multiplicidad de espin), a través de procesos
como transferencia de energia al oxigeno molecular o de intercambio electrénico, generan
el O2[*Ag]. Los pasos involucrados en el proceso de fotosensibilizacién son: excitaciéon por
absorcion de radiacion (ecuacion 3), cruce entre sistemas (ISC por su sigla en inglés:
intersystem crossing) (ecuacion 4), y transferencia de energia (ecuacion 5) (Zoltan et al.,
2007). De ser un fotosensibilizador de tipo fisico, se regenerard el fotosensibilizador en

estado basal, luego de su interaccion con otras especies apagadoras. Presenta un
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decaimiento radiativo (fosforescencia) en la region del infrarrojo a 1270 nm. De ser de tipo
qguimico, se presentaria la transformacién quimica del fotosensibilizador S, y en
consecuencia, la formacion de fotoproductos. Es importante mencionar, que un
fotosensibilizador de O,[*Ag], puede tener ambos componentes en su mecanismo de
fotosensibilizacion (fisico y quimico), y su eficiencia estaria marcada, por reacciones cuyas
velocidades sean mas rapidas que su decaimiento radiativo, 0 al menos que presenten

tiempos de vida media comparables.

hv
S— 15 (3)
18* kisc SS* (4)
387+ 02(°Lg) ——— S + 02(*4y) 5)

Esta especie altamente oxidante, puede participar en procesos fototdxicos en los
organismos (Jensen, 1999; Quintero & Miranda, 2000), por ejemplo, induciendo
peroxidacion lipidica y entrecruzamiento de proteinas. Sin embargo, las propiedades de
esta especie excitada del oxigeno molecular singulete, también pueden ser aprovechadas

entre otras, en terapia fotodinamica para el tratamiento del cancer (Leé6n et al., 2016).

Regularmente, la evaluacién del caracter fotosensibilizador en la generacion del O2[*Ag],
puede determinarse de forma indirecta, con estudios cinéticos del decaimiento de especies
guimicas que son apagadores de esta especie excitada del oxigeno molecular, llamados
actinometros. La relacion entre las constantes de decaimiento de seudo primer orden (k)
y los rendimientos cuanticos (@A), en la generacion del O[*Ag], entre un fotosensibilizador
de referencia (s) y el compuesto objeto de estudio (m), respectivamente, permite
determinar este parametro, (ecuacion 6). Este Ultimo parametro se describe como las
moles de O;['Aq] generadas, por las moles de fotones absorbidas por el fotosensibilizador
(Wilkinson et al., 1993).

Rt k&xp

s s
(DA kexp

(6)
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El TAT es un compuesto con un alto rendimiento cuéntico de fluorescencia (Netzer et al.,
1995), cuyos valores estan previamente reportados (0.9 y 0.8 en metanol y PBS
respectivamente), utilizando sulfato de quinina como actinémetro (Fiori et al., 2003). Sin
embargo, presentan variaciones considerables con los presentados por Vargas, Fuentes,
et al., (1998) de 0,54 en metanol. En nuestro grupo de Investigacion ya se han medido en
etanol, metanol y PBS, utilizando como actinémetros de referencia sulfato de quinina y
antraceno (resultados pendientes de publicar), pero en todos estos solventes, con valores
superiores al 80 %. Estos serdn comparados con los resultados obtenidos para los

complejos del ligando TAT, con los cloruros de Zn y Mn.

Asi, en el presente capitulo se estudia el efecto que presentan los compuestos obtenidos,
de la reaccion del TAT con los cloruros de Zn y Mn, en comparacion con el TAT, frente a
la estabilidad térmica (TGA-DSC), fotoestabilidad (UVA) y fototoxicidad. Esta ultima,
referente a la generacién del oxigeno molecular singulete. Se realizan las curvas de
calibracion a través de espectroscopia de absorcion UV-VIS y se determinan los
coeficientes de extincién especificos de TAT y sus derivados. Esta caracterizacion se
complementa con la determinacion del Potencial Z (¢) a pH 7. Por lo referente a los altos
rendimientos cuanticos de fluorescencia reportados para el TAT, se vislumbra al TAT como
posible marcador quimico para realizar seguimiento de metales pesados. Esta Ultima
aplicacion, si bien no es objeto de nuestro presente estudio, el caracterizar los compuestos

formados, puede ser un punto de referencia al respecto.

2.4 Metodologia

2.4.1 Coeficiente de extincidon molar

Con base en los espectros de absorcion UV-VIS de los compuestos, se procedio a
determinar el coeficiente de extincion. Se prepararon soluciones de TAT, TAT-Zny TAT-

Mn en MeOH, con las especificaciones que aparecen en la tabla 2-1.
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Tabla 2-1: Soluciones stock de TAT y sus derivados sintetizados, en MeOH.

Compuesto TAT TAT-Zn TAT-Mn
Cantidad (mg) 5.00 4.63 4.74
Volumen total (ML) 14 10 10

Para la disolucidbn completa de las muestras, los matraces con las soluciones se
sometieron al ultrasonido en bafio maria durante 15 minutos a 40°C. Una vez
homogenizada las muestras, se deposité 1.9 mL de metanol y 0.1 mL de DMSO (99%) en
celdas de cuarzo; este ultimo para favorecer la solubilidad de las muestras. Para cada uno
de los compuestos se realizaron adiciones de alicuotas de la solucién madre en el rango
donde la absorbancia es lineal a la concentracién segun la ley de Lambert-Beer (Parnis &
Oldham, 2013). Con los valores arrojados se realiza el andlisis por regresion lineal de
absorbancia vs concentracion en donde la pendiente es equivalente al coeficiente de
extincion molar (¢). Para el caso del TAT-Zn y TAT-Mn, al no conocer su composicién
especifica, en lugar de determinar el coeficiente de extincién molar (¢ [=] cm*M?) se
determiné el coeficiente de extincién especifico (g5 [=] cm™(g/L)?) tanto para los nuevos

compuestos como para el precursor TAT.

2.4.2 Célculo de energia band gap para los compuestos

La banda prohibida o band gap es la diferencia de energia que existe entre el electron en
la banda de valencia (electrones que participan en uniones atomicas) y el electron libre o
en la banda de conduccion (contiene electrones que participan en corrientes eléctricas);
por lo tanto, se puede definir al band gap como la energia necesaria (Eg) para excitar al
electron de modo que este pueda participar en la conduccion. Cuando el electrén se excita
y pasa a la banda de conduccion, es libre de moverse por el semiconductor creando un
espacio vacio o hueco en donde antes estaba ligado el electrén. Tanto el agujero en la
banda de valencia como el electron excitado participan en la conduccion (Makuta et al.,
2018).

Segun la energia del band gap, los compuestos pueden ser clasificados como aislantes

(Eg> 5 eV), semiconductores (Eg entre 1 y 5 eV), o conductores (Travizano et al., 2002).
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La determinacion del band gap aporta a la caracterizacion del compuesto. Con frecuencia
se hace referencia a este pardmetro cuando se discuten las propiedades fotocataliticas de
los semiconductores (Makuta et al., 2018), y en el presente trabajo, puede ser un punto de
referencia para el estudio de estos compuestos como fotosensibilizadores vs

fotocatalizadores.

Para calcular el band gap de los compuestos se utilizdé el método grafico de Tauc el cual
asume que la energia es dependiente del coeficiente de absorcién. La ecuacion (7)
relaciona el método de Tauc y Davis-Mott, y se utiliza para probar el band gap 6ptico de
las particulas desde el espectro de absorcion UV-VIS. En la ecuacion, a representa el
coeficiente de absorcién, h la constante de Planck, v es la frecuencia, k una constante de
proporcionalidad, n representa la naturaleza de la transicion (en una transicion indirecta
permitida como ocurre con los 6xidos metélicos, n = 1/2) y E,4 es la banda prohibida (Amin
et al., 2021; Makuta et al., 2018).

(ahv)™ = k(hv — Eg) (7)

El grafico resultante muestra la reflexion del espectro de los compuestos sintetizados
transformado segun la ecuacion (7) (eje y) vs la energia del foton (eje x). La region que
muestra un aumento lineal y pronunciado de la absorcion de luz con el aumento de energia
es caracteristica de los materiales semiconductores (Makuta et al., 2018). La recta
tangente marca el punto de interseccién con el eje x de la grafica de Tauc. Este valor es

un estimado de la energia de banda prohibida.
2.4.3 Espectroscopia FT-IR por método de ATR

Los analisis de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier, permiten
identificar los grupos funcionales que se presentan en TAT por medio de sefiales que
representan los modos vibracionales de los enlaces; ademas permiten identificar algunos
cambios estructurales que se presenten al incorporar Zn y Mn en la molécula organica,

afectando la intensidad, forma o desplazando las sefiales originales.



59

La masa de la muestra analizada fue aproximadamente de 2 mg, la cual se llevé al equipo
FT-IR Spectrum Two (ATR) - Perkin Elmer. La lectura de datos se realiz6 en un rango

espectral de 8300 a 350 cm™ con resoluciéon hasta de 0.5 cm™.
2.4.4 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se basa en el fendbmeno de dispersion inelastica de luz
monocromética. Estudia los modos de frecuencias bajas como rotatorios y vibratorios entre
otros; para realizar huellas dactilares sin el uso de etiquetas o marcadores por lo que se
considera una técnica no invasiva ni destructiva (Sperati et al., 2018). En los productos
farmacéuticos de estado sélido, las bandas y desplazamientos Raman estan asociados
con el empaqguetamiento molecular y los posibles cambios que pueda sufrir la estructura

después de una reaccion fisica o quimica (Peng et al., 2018, 2019).

Los espectros Raman fueron tomados en espectrémetro LabRam con laser de excitacion
HeNe 632 nm y 784 nm. Las muestras se exponen durante un tiempo de 50 segundos

mientras se realiza la recoleccion de datos en el rango entre 100 y 2500 cm?.
2.4.5 Andlisis termogravimétrico TGA y DSC

Los analisis termogravimétricos se realizaron en un equipo TA Instrument TGA550, en
atmosfera de Nitrégeno, calentando a una rampa de 10°/min. Los analisis calorimetria
diferencial de barrido DSC 250, en atmésfera de Nitrégeno, calentando con una rampa de
10°/min.

2.4.6 Fotoestabilidad

Se prepararon soluciones de TAT, TAT-Zny TAT-Mn en metanol de 0.5 mg/mL. Se realiz6é
la adicion de una cantidad suficiente de solucién de cada uno de los 3 compuestos de
forma independiente, en celda de cuarzo de 1 cm de paso Optico con agitacion magnética,
con 2 mL de MeOH para alcanzar una absorbancia cercana a 1.0 en 370 nm, que
corresponde al maximo de irradiacion de la lampara led utilizada. El seguimiento se realiza
reportando los cambios en la absorbancia de las soluciones irradiadas en intervalos de 10
minutos hasta completar una hora. Para determinar si hay efeto térmico, soluciones

iguales se dejan durante el mismo periodo de tiempo al abrigo de la luz.



60

2.4.7 Caracter fotosensibilizador de oxigeno molecular singulete

La evaluacion de la modificacién del caracter fotosensibilizador en la generacion de
oxigeno molecular singulete, se realiza por estudios de actinometria en estado
estacionario, utilizando LED centrado en 370 nm. Se prepararon soluciones de TAT, TAT-
Zn y TAT-Mn en metanol de 0.5 mg/mL, asi como del difenilisobenzofurano (DPBF); este
ultimo, compuesto que reacciona eficientemente con el oxigeno excitado, es el apagador

o quencher (Q) del O,[*Aq4] y Se prepara en benceno a una concentracion 1.78 x 103M.

A 2 mL de MeOH, en una celda de cuarzo, se adiciono solucién de DPBF, hasta
absorbancia cercana a 0.5 (411 nm). A esta solucién se le hace seguimiento del cambio
en la absorbancia, por irradiacion directa, para evidenciar el autoconsumo y tener esta

medida como punto de referencia.

En celdas de cuarzo con 2 mL de MeOH, se hacen adiciones de forma independiente de
alicuotas de las soluciones de TAT, TAT-Zn y TAT-Mn, hasta absorbancia cercana a 0.5
en 370nm. A continuacion, en cada celda se adiciona solucién de DPBF hasta alcanzar
una absorbancia cercana a 0.5 en 411nm, maximo de absorbancia del DPBF. La
irradiacion en celda se lleva a cabo utilizando un filtro U340, con el propdsito de permitir
que la radiacién sea absorbida por el fotosensibilizador (TAT, TAT-Zn o TAT-Mn),

manteniendo agitacién constante.

El seguimiento se realiza reportando los cambios en la absorbancia del quencher a 411
nm en un intervalo de tiempo de 10 minutos. La pendiente del andlisis cinético de pseudo
primer orden, es proporcional a la formacién de O,['A4] (Entradas et al., 2020). La
comparacion de las velocidades de degradacion del DPBF en presencia de los
fotosensibilizadores TAT, TAT-Zny TAT-Mn, permite conocer la eficiencia en la generacion
de O,[*Aq] (ecuaciéon 6), tomando como referencia, al TAT como fotosensibilizador, a

temperatura ambiente.
2.4.8 Determinacion de rendimiento cuantico de fluorescencia

Se prepararon concentraciones alrededor de 0.1 M de cada compuesto y 0.1 M de sulfato

de quinina en solucion 0.5 M H>SO, (actinometro de referencia). De estas soluciones se
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toman alicuotas para obtener en celda absorbancias alrededor de 0.1 a la longitud de onda
de excitacion (soluciones matcheadas). Es posible escoger esta longitud de onda en la
interseccién de los espectros. En la determinacién del rendimiento cuantico de los
diferentes compuestos y en diferentes solventes se empled el actinbmetro, con un

rendimiento cuantico de 0.546. Se realiza correccién, con los valores de indice de
refraccién, segun se indica en la ecuacion (8), donde ¢f corresponde al rendimiento
cuantico de fluorescencia, n a los indices de refraccion, F el area bajo la sefal de
fluorescencia y A la absorbancia. S y M, corresponden a los valores para el sulfato de
guinina y la muestra, respectivamente.

M S 2
M F"xA XnM S
(]5 = ———— X ¢5 (8)
f FSXAMxn2 F

De forma regular, el valor de rendimiento cuantico de fluorescencia se obtiene de la
relacion de las pendientes (m) de los graficos de la integral de fluorescencia vs la
absorbancia, para lo cual se hace uso de la ecuacién (9).

mMxn3,

Off = —_—3 X i )

mSxn2
2.4.9 Potencial Z ()

El potencial Z (¢) nos permite evidenciar la atraccién o repulsion electrostatica entre las
particulas, aspecto que afecta la estabilidad de las dispersiones que pueda formar un
compuesto. El potencial Z es medido entre la superficie de las particulas y el liquido en
las que se encuentran dispersas. En la tabla 2.3, se presentan los resultados del analisis
para el TAT y los compuestos formados entre el TAT y los cloruros de Zn y Mn. Las
muestras se prepararon suspendiendo cada compuesto al 1% en agua milli-Q y fueron
leidas bajo el modelo de Smoluchowski, en Zetasizer Nano Series — Nano Z, Malvern, a

25°C, en celda de plastico. Los datos reportados son el valor promedio de tres mediciones.
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2.5 Resultados y Analisis

2.5.1 Espectros de Absorcion UV-VIS y coeficientes de extincién

molar y especifico

Se realizé la medicion del coeficiente de extincion molar del TAT (Figura 2-1). En el
espectro se observa un maximo de absorcidon en 367.51 nm correspondiente a transiciones
tipo m - n*. Transiciones permitidas que han sido corridas al rojo, debido a la
deslocalizacion electrénica de los electrones «t, sobre el sistema aromético. El coeficiente
de extincién fue obtenido del andlisis de regresion lineal del grafico de absorbancia vs
concentracion. En la figura 2-1 se observa un coeficiente de correlaciéon R? cercano a 1,
valor que informa de la buena relacién entre las variables en el rango que se realiz6 la
prueba (Parnis & Oldham, 2013). La pendiente corresponde al coeficiente de extincion
molar. Se realiza la medicion de los coeficientes de las tres muestras en MeOH y para el
TAT, se compara con valor reportado previamente de €365 nm = 18 400 M*cmt (Fiori et al.,
2003). El valor obtenido en el presente trabajo, para el TAT en MeOH, es de 18437 M-
*ecm 1, muy cercano al publicado anteriormente, indica que las pruebas son reproducibles
y garantizan la integridad del compuesto utilizado como ligando (Grisales, 2020; Payan,
2015).

Es este caso, se reportan en paralelo los célculos para el coeficiente de absorcién molar y
especifico para el TAT en la Figura 2-2; esto para poder establecer comparaciones con los

coeficientes de absorcion especificos obtenidos para los compuestos sintetizados.

Al no tener certeza del peso molecular del soluto en los nuevos compuestos, la
concentracion se debe expresar en g/L. El coeficiente de extincion se calculé con la
longitud de onda a la maxima absorcion del compuesto, siendo 366.81 para el compuesto
con Zny 363.71 para el compuesto con Mn como se muestra en las figuras 2-3 y 2-4. Al
igual que en el caso del TAT, el coeficiente de correlaciéon R? muestra en ambos casos un
valor cercano a 1.0 el cual es indicador de la buena relacion entre las variables en el rango
de concentraciones en los que se realiz6 la prueba. La pendiente corresponde al

coeficiente de extincion especifico (€s)y sus unidades son L * g~tcm™! (Diaz et al., 2010).
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Figura 2-1: Espectro de absorcion y coeficiente de extincion molar de TAT en MeOH.
Concentracion en celda de 2.47x107 g/L (9.76x10® M) hasta 2.14x102 g/L (8.45x10° M).
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Figura 2-2: Coeficientes de extincion especifico y molar para el TAT en MeOH
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La figura 2-5, muestra los espectros normalizados en MeOH. Aunque la formacion de los
precipitados amarillo tenue (TAT-Zn) y marron (TAT-Mn) son indicadores de la formacion

de compuestos diferentes a los originales, los perfiles de los espectros de absorcion son
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similares en la regién UVA, con diferencias mas evidentes, en las regiones UVB y UVC.
Se observa la reduccion de los coeficientes de absortividad molar, para los compuestos
sintetizados, con relacion al TAT, en la regién UVA, sefialando que ha disminuido un poco
la probabilidad de transicién (Grisales, 2020; Payan, 2015). En la banda correspondiente
al TAT-Mn se observa efecto hipsocromico (hacia menores longitudes de onda). Es claro,
segun la figura 2-5 que la incorporaciéon del Zn y Mn induce cambios en el espectro, que
evidencian la transformacién quimica. Para la comparacién de las pendientes se utilizé el
software originpro 2018 © el cual utiliza el valor P, siendo este muy inferior a un intervalo
de confianza de 0.05; por lo tanto, las pendientes son estadisticamente diferentes, y en

consecuencia cada compuesto presenta una absortividad molar distinta.

Figura 2-3: Espectros de absorcion y coeficiente de extincion especifico TAT-Zn.
Concentracion en celda de 2.30x10 g/L hasta 3.63x102 g/L.
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Se calcul6 adicionalmente el coeficiente de extincidn molar para el TAT en agua y medio
de cultivo RMPI 1640, datos necesarios para las pruebas de dilucion en agua y para las

pruebas cito y genotoxicas. Estos resultados se reportan al final, ANEXO, de este capitulo.



Figura 2-4:
Concentracion en celda, de 2.36x10°2 g/L hasta 2.68x102 g/L.
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Figura 2-5: Comparacion de espectros TAT, TAT-Zn y TAT-Mn en MeOH.
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Espectro de absorcion y coeficiente de extincion especifico de TAT-Mn.

Longitud de Onda (nm)

3,0x1072
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2.5.2 Energia Band gap

La posicion de la energia band gap se calculo graficamente con el método de Tauc para
todas las soluciones. Tanto para el triamtereno como para las mezclas de triamtereno con
los cloruros de Zn y Mn, los valores obtenidos para el band no presentan diferencias
estadisticamente significativas, como se puede observar en la figura 2-6. La incorporacion
de los metales al ligando no altera el gap energético; el Zny el Mn no proporcionan grandes
cambios con respecto a la energia que se necesita para que los electrones salten de la
zona de valencia a la zona de conduccion. Para las gréficas se tomo el valor de n=1/2 el
cual define el tipo de transicién (Amin et al., 2021), siendo estas permitidas debido al alto
valor en el coeficiente de extincion como se evidencio en los resultados inmediatamente

anteriores.

Los valores de band gap encontrados, 2.98 eV para el TATy TAT-Zny 3.0 eV para el TAT-
Mn, ubican a los tres compuestos como semiconductores de banda ancha (WBG por sus
siglas en inglés). Las propiedades electrénicas de estos materiales se encuentran justo en
la mitad de los aislantes y de los conductores puesto que el band gap es mas grande que
el de los semiconductores convencionales (Eq4 aprox. 1 eV). El band gap de un material

WBG se establece en el rango de 2 a 4 eV (Yoshikawa et al., 2007).

Figura 2-6: Band gap para el TAT, TAT-Zn y TAT-Mn en el rango entre 300 nm y 440

nm de la curva de absorcién, a través del Método de Tauc.
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2.5.3 Espectroscopiainfrarroja por método ATR.

Se presentan los espectros FT-IR del TAT, asi como el de los respectivos compuestos
generados con los cloruros de Zn 'y Mn. En la figura 2-7 se observa el espectro IR del TAT
en el cual se aprecian sus bandas caracteristicas. Las sefiales entre 3465 y 3282 cm™
corresponden a estiramientos simétricos y asimétricos de los grupos amino primarios
(R-NH) de la molécula (Dahl et al., 1989; Llopis et al., 1993; Mukne & Nagarsenker, 2004;
Onoda et al., 2020); en la zona de los 3117 y 3003 cm™ se encuentran los estiramientos
del enlace C-H de los carbonos sp? de los ciclos del grupo fenilo; las sefiales entre 1675
cm? corresponde a estiramientos de los dobles enlaces de los nlcleos bencénicos,
sefiales que también aparecen entre 1612 y 1354 cm?, junto con las sefales
correspondientes a v(C-C) y las v(C-N) y todas los estiramientos y contracciones entre
enlaces de los anillos. La sefial de 1100 cm™? y por debajo de ella corresponden a
estiramientos del grupo aromatico fenilo actuando como un sustituyente de la pteridina
(Mukne & Nagarsenker, 2004; Onoda et al., 2020; Silverstein et al., 2005).

Figura 2-7: Espectro FT-IR del TAT
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Figura 2-8: Comparacion de espectros FT-IR para el TAT puro y los huevos compuestos
con Mny Zn en el rango 3500 cm™y 2500 cm*
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En la siguiente imagen (Figura 2-8) se comparan los 3 espectros FT-IR correspondientes
al precursor organico TAT y los nuevos compuestos formados TAT-Zny TAT-Mn. Laregién
comprendida entre los 3500 cm™ y 3100 cm™ corresponde a vibraciones internas de la
molécula de triamtereno (Dahl et al., 1989). Se observa la perdida de la intensidad de la
sefial de 3370 cm™ a la vez que en el TAT-Zn se intensifica la sefial de 3280 cm™. Esto es
un indicio de que los grupos amino estan interactuando con los metales estableciendo un
enlace coordinado.

En la figura 2-9, se sefialan dos de las bandas mas representativas para este estudio,
puesto que indican interaccion del metal con los nitrégenos de los anillos heterociclicos de
la pteridina. La banda en 1570 cm™ corresponde concretamente a v(C=N) de los anillos de
la pteridina la cual se pierde en los compuestos con Zn y Mn seguramente por una
interaccion entre los N5 y N8 con los iones metélicos (El-Tabl et al., 2002; Jiménez Pulido
et al., 2009). Ademas, los desplazamientos de las v(C=C) y v(C-N) que aparecian en los
valores alrededor de 1418 cm, aparecen ahora desplazadas hacia la derecha lo cual se
puede originar por la interaccién de N5 con el metal (Acufia Cueva et al., 2003; el Azzouzi

et al., 2017). Los enlaces con halégenos aparecen en rangos inferiores a los 400 cm™ por
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lo que no se pueden visibilizar en este estudio (Acufia Cueva et al., 2003; El-Tabl et al.,
2002; Payan, 2015).

Figura 2-9: Comparacion de espectros FT-IR para el TAT puro y los nuevos compuestos
con Mny Zn en el rango 2000 cm™ a 500 cm™?
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2.5.4 Raman

En la figura 2-10, se muestra el espectro Raman para el TAT y se sefialan las bandas mas
prominentes. Este patron de bandas coincide con otros espectros previamente reportados
en la literatura y en bases de datos como (Peng et al., 2019; Sperati et al., 2018; Wiley,
2021). Dentro de las sefiales mas caracteristicas para el TAT se tiene gque las vibraciones
alrededor de 1607 cm™ pueden ser asignados a los estiramientos C=N dentro del anillo de
pteridina. La banda mas intensa alrededor de 1360 cm™ esta asociada con estiramientos
C-N en el anillo de pteridina. A estas bandas se les suman los movimientos de balanceo
(rocking) de los enlaces N-H y C-H, que aparecen entre 1400 cm™y 1300 cm™ e incluso el
balanceo (wagging) de los grupos amino (-NH.). Adicional a esto las sefales cercanas a
1200, 1000 y 700 cm™ podrian corresponder a balanceo tipo rocking de C-H y -NH,
deformacién de los anillos y flexiones fuera del plano del grupo -NH: respectivamente.
Estos datos se obtuvieron segun otros investigadores como (Peng et al., 2018) que
analizaron las sefiales Raman para el triamtereno en presencia de acido nicotinico y
(Castillo et al., 2016) quienes obtuvieron las sefiales Raman para el acido pterin-6-

carboxilico, un analogo estructural del triamtereno.
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Figura 2-10: Espectro Raman para el TAT
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Figura 2-11: Raman para los compuestos TAT, TAT-Zny TAT-Mn
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Para los compuestos TAT-Zn y TAT-Mn las sefiales entre 1650 cm™ y 1550 cm™ pierden
bastante intensidad como se ve en la figura 2-11. Estas sefales estan relacionadas con
los modos vibracionales C=N (Peng et al., 2019), y al ser los focos de posibles lugares de
union del TAT con el metal, es de esperar que se pierda la intensidad debido a una pérdida

de fuerza de los enlaces sumado a cambios vibracionales de los estiramientos C=N y C-
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N. Estos son el eje principal del anillo de pteridina (Peng et al., 2018). Estos resultados van

de la mano con lo anteriormente expresado en el andlisis de espectros FT-IR.

2.5.5 Andlisis de TGA y DSC

La figura 2-12 muestra en la parte superior el termograma o curva de descomposicion
térmica del TAT y en la parte de abajo aparece el DSC de la misma muestra. Para
temperaturas inferiores a 300°C corresponden pérdidas de componentes de bajo peso
molecular como aditivos, aguas de cristalizacion y solventes, en donde vemos que el TAT
se mantiene estable, es un compuesto puro (forma aguda del DSC) con un solo evento
endotérmico importante correspondiente al punto de fusién del TAT entre los 300°C y
360°C. Esto acorde con el punto de fusién reportado en los antecedentes (Bawa, 2007;
Kapoor, 1994) de 316°C aproximadamente. En este punto se presenta la mayor velocidad
de degradacion térmica, puesto que el andlisis se corrié en una atmosfera inerte. El
porcentaje total de materia perdido fue del 43.52%. Se observa que antes del punto de
fusibn no existen perdidas significantes y ademas, el termograma muestra que el

compuesto no esté hidratado o solvatado.

Figura 2-12: TGA-DSC de TAT
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En la figura 2-13, el termograma del TAT-Zn muestra marcadas diferencias con el TAT. En

los primeros 200°C hay evaporacion de agua y de material volatil como solvente. A partir
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de este punto comienza la perdida de aguas de cristalizacion y demas componentes de
bajo peso molecular, asi como la liberacion de HClg a los 250°C por la presencia de cloro
e hidrogeno en el compuesto. A la par ocurre la degradacion de la muestra en un proceso
lento hasta llegar a 630°C aproximadamente. Sin embargo, el termograma mostrado, no
llega hasta el punto en el que se observe una masa constante y en consecuencia, debe
complementarse para evidenciar el material que queda como cenizas y metal. El
porcentaje de pérdida de la masa total ingresada fue de 30.70%, hasta la temperatura

observada.

Por altimo, la figura 2-14 muestra el termograma y DSC del TAT-Mn. Este compuesto
presenta buena cristalizacién segun la forma de los picos del DSC y al igual que el caso
anterior, se presentan perdidas de agua y de solvente en los primeros 200°C. A los 260°C
se presenta usualmente la volatilizacion de HCl) por la presencia de cloro e hidrogeno en
el compuesto; a partir de aqui, se degrada el compuesto paulatinamente hasta quedar
Unicamente metal y cenizas. En el proceso se pierde el 57.11 % de la muestra.

Figura 2-13: TGA-DSC de TAT-Zn

100 200 300 400 500 500 700
'1'|:I'|:II'I:I 7 'I"Z:'.'.:'.;'l’""'l:'.:'.'.:'.:I:'.:'.':Z:I:'.:'.::Z::'.:'.::Z:'.I'.:'.::Z: : : el -C'."I
E 90,04
- ) TAT Zn 30 70 %
o - ]
¢ ann 16,07 %
@ Ll
m -
01T OO . 2 Y
2 |—psc
2 g4/ DSC]
1=
]
[}
: 0.8 1 uur"J'g \
B g P
=]
2 57 u"‘{ 3,90 J/
=) .3 2 U2 dig 39,90 Jig
Tz 12
T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 500 700

Temperatura (°C)



73

Figura 2-14: TGA-DSC de TAT-Mn
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Acorde a resultados anteriores de dilucién en agua, la inclusion del metal, en teoria, podria
romper o debilitar los enlaces de hidrogeno intramoleculares del TAT responsables del alto
punto de fusién (Netzer et al., 1995), hace que este pierda algunos de sus enlaces de
hidrogeno disminuyendo esta temperatura. Hay una evidente perdida de estabilidad de los
nuevos materiales generada por la inclusion del Zn y Mn en la estructura y segun los
resultados obtenidos, al no evidenciar aparicion de isoterma, se prevé la formacién de
carbonitruros, compuestos insolubles de elevado punto de fusién. A los 650°C tanto de
TAT-Zn como de TAT-Mn se ha perdido menos del 40% de la masa, mientras que el TAT
puro ha perdido el 58.5% de su masa. El andlisis TGA de los compuestos hasta 900°C
demostré que los compuestos siguen perdiendo masa dando un indicio de la formacion de
carbonitruros o nitratos de carbono grafitico. Se pretende realizar nuevos analisis de

cenizas sobrantes del material calcinado como una proyeccion de la investigacion.
2.5.6 Analisis de fotoestabilidad

El analisis de fotoestabilidad indica que los 3 compuestos son estables tras la irradiacion
directa durante méas de 1 hora con LED370E (Figura 2-15). En el ANEXO 2, se incluye la

informacion referente a la irradiacion absorbida por las muestras, lo cual fue realizado en
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el Instituto de Fisica de la Universidad Nacional de Rosario, Rosario-Argentina. La fuente
utilizada, centrada en 370 nm, se tomé en considerando la regién que corresponde a la
maxima longitud de onda en donde absorben los compuestos en la regibn UVA. Durante
el tiempo del analisis, se observé degradacion de los dos nuevos compuestos del 2,16%.
Se podria decir entonces que los compuestos son estables fotoquimicamente bajo las

condiciones de trabajo evaluadas.

Figura 2-15: Degradacion en el tiempo del TAT, TAT-Zn y TAT-Mn después de exponer

muestras a radiacion con LED 370 nm.
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Segun analisis estadistico del software Originpro 20180, se calculé el valor P con un
intervalo de confianza de 0.05, obteniendo un valor superior a 0.08 por lo que se concluye
gue las pendientes no son estadisticamente diferentes; por lo tanto, no se evidencia que

la adicién de Zn y Mn este afectando la fotoestabilidad del TAT.

2.5.7 Generacion de oxigeno molecular singulete 0,[ 1Ag]

Se evaluo la estabilidad en el tiempo de las soluciones con TAT, los nuevos compuestos y
DPBF, de forma individual, en condiciones sin irradiacion (efecto térmico) y luego de ser
irradiadas, en las mismas condiciones en las que se realiza el seguimiento al consumo de
DPBF, como apagador de oxigeno molecular singulete, en presencia de TAT, TAT-Zny

TAT-Mn, respectivamente.
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Figura 2-16: Cinética de pseudo primer orden para la degradacion de DPBF en metanol,
en presencia de TAT.
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Figura 2-17: Cinéticas de pseudo primer orden parala degradacién de DPBF en metanol,

en presencia de TAT-Zn (izquierda) y TAT-Mn (derecha), respectivamente
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Para evaluar la variacion en la generacion del Oz[*Ay], de los compuestos nuevos, con
relacion al TAT, en metanol, se procede al célculo de las pendientes en los andlisis de
regresion lineal, que corresponde a la constante de pseudo primer orden para el consumo
de DPBF como apagador del oxigeno excitado, tomando como medida de cambio, la
absorbancia a 411 nm, por ser proporcional a la concentracién del DPBF. Se observa que

el DPBF, presenta autoconsumo. Debido a esto, debe restarse de las pendientes de los
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gréficos en los que se evalla la cinética de pseudo primer orden del consumo del DPBF,
al graficar In(Ao/A) vs tiempo(min), al considerar que las constantes son aditivas y de esta
forma se puede estimar cual es la fraccion del aporte en comparacién con el TAT. Los
resultados obtenidos utilizando filtro U340, se encuentran resumidos en las figuras 2-16 y
2-17. Se aprecia en cada una de las tres figuras anteriores, que bajo las mismas
condiciones y en presencia de TAT, TAT-Zny TAT-Mn, aumenta la degradacién del DPBF,
respecto al DPBF solo, siendo esto un indicador de se estan generando oxigeno molecular

singulete, al incrementarse el consumo del quencher.

A continuacién, se incluye en la figura 2-18, el andlisis cinético para la constante de
consumo del DPBF, en presencia de los tres compuestos y del DPBF solo, donde se
observa que, si tomamos como referencia el rendimiento cuantico del TAT en etanol
(Grisales, 2020), los rendimientos cuanticos calculados con base en la ecuacion 6, serian
para el TAT-Zny TAT-Mn, de 0,12 y 0,11. En la tabla 2-2, se presentan los resultados
obtenidos para el analisis de regresion lineal.

Figura 2-18: Cinética de pseudo primer orden en la degradaciéon de DPBF en metanol,
solo y en presencia de TAT, TAT-Zn y TAT-Mn, respectivamente. Medidas de absorcién
a4ll nm.
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Tabla 2-2:  Andlisis de regresion lineal para las cinéticas de pseudo primer orden en el
consumo del DPBF, solo y en presencia de presencia de TAT, TAT-Zny TAT-Mn.

Compuesto Pendiente R?
TAT-DPBF 0.04707 + 0.0011 x 10 0.99788
TAT-Zn-DPBF 0,04497 +5.54 x 10* 0.99939
TAT-Mn-DPBF 0,04545 + 3.86 x 10* 0.99971
DPBF 0.03531 + 4,78 x 10* 0.99927

Derivado de la comparacion de las pendientes de las cinéticas de TAT, TAT-Zny TAT-Mn,
todas ellas en presencia de DPBF, no se observan bajo criterio del valor P (0,15),
diferencias estadisticamente significativas. Por lo anterior, si bien, visualmente presentan

diferencias, estas estarian dentro del error de método.

2.5.8 Rendimiento cuantico de fluorescencia

En la tabla 2-3 se reportan los rendimientos cuanticos obtenidos. Las diferencias
observadas son consecuencia de los cambios en las propiedades microscopicas y
macroscopicas del solvente que incluyen su polaridad, la capacidad de formar enlaces de
hidrégeno intermoleculares e intramoleculares, capacidad electrén dadora (acidez a y
basicidad B). Solo en solventes como acetona, acetato de etilo y cloroformo, se observa
una disminucién importante en el rendimiento cuéntico de fluorescencia para los
compuestos que han incorporado los metales Zny Mn. Con parametros como dipolaridad
¥, no es posible observar una tendencia en esta variacién y en consecuencia, debe
realizarse una analisis multiparamétrico, que permita estimar las tendencias combinadas
de varios aspectos asociados a la polaridad del solvente. En el resto de los solventes

analizados, se observan cambios menores.

Tabla 2-3: Rendimientos cuénticos obtenidos, para TAT, TAT-Zny TAT-Mn.

Solvente ¢;AT ¢;AT—Zn ¢;‘AT—Mn

Agua 0,61 0,62 0,57
HEPES 0,74 0,70 0,57



Etanol 0,51
Metanol 0,52
Tolueno 0,02
Eter Etilico 0,05
Acetona 0,60
Acetato de etilo 0,51
Aceto nitrilo 0,59
DMF 0,65
Cloroformo 0,77
DMSO 0,56

0,58
0,55
0,01
0,01
0,29
0,16
0,49
0,40
0,04
0,66

0,53
0,53
0,00
0,00
0,15
0,02
0,41
0,60
0,02
0,64
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Estos analisis fueron obtenidos con el apoyo del profesor Olimpo Garcia Beltran, de la

Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, Universidad de Ibagué.

Analisis previos realizados por el grupo de investigacion GIAFOT de la Universidad

Nacional de Colombia — Medellin (datos pendientes por publicar) muestran rendimientos

cuanticos de fluorescencia para el TAT cercanos al 90% en medios polares, por lo que es

preciso realizar andlisis complementarios de las medidas comparando las pendientes de

las graficas resultantes y disminuir errores del método.

2.5.9 Medidas de potencial Z

Tabla 2-4: Medidas de potencial Z para TAT, TAT-Zny TAT-Mn

Potencial Z (mV) Desviacién Conductivida Desviacion
Muestra , .
estandar d (mS/cm) estandar
TAT -22.7 1.95 0.0124 0.0021
TAT-Zn 47.0 1.85 0.0944 0.0026
TAT-Mn 24.8 0.503 0.0309 0.0001

En todos los casos, se observd la superficie de las particulas cargadas.

Sin embargo,

llama la atencién que la carga del TAT negativa, es opuesta a la carga observada para los

compuestos sintetizados con Zn y Mn. La magnitud de los valores obtenidos para los
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compuestos con Zn y Mn, sefialan que ambos pueden formar dispersiones estables y
ligeramente estables, respectivamente, asi como el TAT también puede formar
dispersiones levemente estables. En todos los casos observados, estas particulas
cargadas, se repelen y en consecuencia no tienen una tendencia natural a estados
agregados. Elvalor negativo observado para el TAT, podria deberse a los electrones libres
de los nitrdgenos asociados al heterociclo. ElI cambio de carga, en los compuestos

formados, sefiala la incorporacién de los metales en la estructura.

2.6 Conclusiones

Los espectros de absorcidon mostrados por TAT-Zn y TAT-Mn son levemente distintos al
de su precursor TAT, el efecto hipsocrémico se debe al efecto de union de los metales con
la molécula orgénica sin alterar su conjugacién. Tanto el cambio en el perfil de los
espectros, como las diferencias observadas de coloracion y en los valores obtenidos de
coeficientes de extincion, indican que se integraron efectivamente los metales a la

estructura del TAT.

El TAT es una molécula que presenta enlaces intramoleculares de hidrogeno entre los
nitrégenos de los grupos amino y los nitrégenos del anillo de pteridina. Esto le confiere
poca solubilidad en agua y un alto punto de fusién. Al incluir al Zn y Mn, se alteran estos
enlaces de hidrogeno, dejando electrones disponibles del nitrégeno para interactuar con

las moléculas del medio circundante alterando también su estabilidad térmica.

Los cambios observados en las sefiales de los andlisis FT-IR y Raman, dependen de las
modificaciones de los grupos funcionales, porque al involucrarse los 4tomos en nuevos
enlaces, cambian las frecuencias de las vibraciones. Al incorporar un nuevo elemento en
el TAT, algunas de estas sefiales disminuyen notoriamente, sobre todo las involucradas
con los nitrogenos N5 y las sefiales de los grupos -NH,. Esto quiere decir, que son estos
los &tomos posiblemente enlazados al Zn y al Mn, en la molécula del TAT, demostrando
asi que los metales se han incorporado con éxito en la molécula y se ha formado un nuevo
compuesto. En el caso especifico del Raman, se aprecia una clara disminucion en la zona
de 1600 cm™ a 1500 cm™ del TAT, la cual corresponde a estiramientos de los enlaces
doble y sencillo entre carbono y nitrégeno del heterociclo; asi como también se observa la

aparicion de nuevas sefiales (nuevos enlaces) en los 1370 cm® y 700 cm®
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correspondientes a C-N del heterociclo y deformacion del anillo de pteridina

respectivamente.

Tanto el TAT, como los compuestos formados con los cloruros de Zn y Mn, son estables
bajo radiacion UVA y no se observan diferencias estadisticamente significativas en la
evolucién de sus espectros de absorcion UV-VIS, durante el tiempo del andlisis. En
referencia a los andlisis de TGA, sefalan que el TAT tiene una mayor estabilidad térmica
(300°C) en comparacion con TAT-Zny TAT-Mn (200°C).

El caracter fotosensibilizador de oxigeno molecular singulete, es del mismo orden para los
tres compuestos. No se observan diferencias estadisticamente significativas en las
cinéticas de pseudo primer orden para el consumo del DPBF como apagador del oxigeno

excitado, en presencia de TAT y sus derivados.

Tanto el TAT como sus derivados, presentan cargas negativa y positiva, respectivamente,
pero su magnitud da cuenta de que pueden formar dispersiones estables y no tienden a
formar agregados.

De forma general, se observan pequefios cambios en la fluorescencia entre el TAT y los
compuestos sintetizados con Zn'y Mn con lo cual se proyectan futuras aplicaciones de los

compuestos como marcadores fluorescentes en los solventes utilizados.
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2.8 Anexos

2.7.1 Anexo 1:

Figura 1.A1: Coeficiente de extincion molar del TAT en medio RPMI 1640 y en H>O
destilada. Las pendientes se calcularon con absorbancias a de la longitud de onda 367 nm

para el RPMI 'y 360 nm para H.O destilada.
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2.7.2 Anexo 2: Estimacion de la radiacion UV absorbida por Zn, Mny TAT

La fuente LED370E utilizada para las irradiaciones fue medida por el radiometro Thorlabs
S120VC, SN P0011836, modelo PM100D. Este radiometro multicanal fue previamente
calibrado con un espectroradiémetro de fibra Optica Avantes (modelo AvaSpec-ULS3648)
en el afio 2018. Las mediciones realizadas con el instrumento Thorlabs a 3 cm de la fuente
en el rango espectral 355-385 nm, fueron transformadas a valores de irradiancia espectral

como se muestra en la figura 2-A2.

Estos valores se tomaron a diferentes A, en torno al pico de emisiébn maximo centrado en
370 nm. La irradiancia UV total a una distancia de 3 cm de la fuente fue de 11.17 mW.cm
2 (0 bien, de 3.45x10*einstein.m?2.s.nm™). Las absorbancias de las soluciones irradiadas
de Triamtereno y los complejos con Zn y Mn en un tiempo de 65 segundos son

representadas en la figura 2, incluyendo el espectro del LED.
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Figura 2-A2. Espectro del LED370E en unidades de mW.cm2.nm?y einstein.m2.s*.nm
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Figura 3. A2 Absorbancias de Zn (negro), Mn (gris), TAT (rojo) irradiadas 65s con el
LED370E a 3cm (violeta).
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El factor de absorcién es una funcién de A que representa la fraccion de la radiacién que

puede ser absorbida por la muestra (Braslavsky, 2007) y se define de la siguiente manera:

@ fi=1-T,=1-10"

donde A\ es la absorbancia de la solucion y Ta es la transmitancia correspondiente. Para
calcular la radiacion absorbida por la muestra, basada en la irradiancia del LED370E, se

define la I, (o también llamada g2Vnp; ver Ipifia et al. 2014) se utiliza la siguiente relacion:
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4 M
) I, :% [ Eppa (1=107") dx
JA

donde Enpa es la radiacion emitida por el LED370E calculada en unidades de einstein.m-
2.nm? y se multiplica por fo de la ec. (1) para cada una de las muestras (Figura 4.A2). Para
obtener lairradiancia absorbida por cada solucién, los resultados son integrados en funcién

de la longitud de onda y multiplicados por el inverso del camino 6ptico de la celda, L (Figura
5.A2).

Figura 4.A2. Factor de absorcién de Zn (negro), Mn (gris), TAT (rojo) irradiadas 65s con
el LED370E a 3cm (violeta).
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Figura 5.A2. La irradiancia absorbida I, (=g*¥np) para las diferentes muestras y tiempos de
exposicion.
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Si se quiere calcular el rendimiento cuantico se utiliza la velocidad de consumo y se divide

por cada una de la gV, obtenidas:

(d[R]/dt),

a,V

q,'r,p

By = —

Tablal.A2. Radiacion absorbida por cada una de las muestras en funcién del tiempo de

exposicion.
Tiempo de exposicion Zn g®Vnp Mn g*Vnp TATQ?Vnp
(s) (einstein.m=3.s?) einstein.m=.s? (einstein.m=3.s?)

0 0.02747 0.0258 0.02441

600 0.02759 0.02596 0.02467

1200 0.02764 0.026 0.02468

2100 0.02763 0.02603 0.02452

3000 0.02763 0.02605 0.02454

3900 0.02764 0.02606 0.0244

promediotsigma 0.027+0.00007 0.026+0.00009 0.024+0.0001




90

Conclusion

La intensidad del LED fue medida a 3 cm, distancia a la cual se colocé la celda de cuarzo.
La radiacién absorbida por la muestra se calculé con la ecuacion (2) considerando f) para
cada una de las muestras. Las gq*'p resultaron ser practicamente constantes para cada

tiempo de irradiacion.

El presenta trabajo ha sido realizado en colaboracion con la doctora Adriana Ipifia,
investigadora del instituto de Fisica Rosario, Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas, Universidad Nacional de Rosario (IFIR-CONICET-UNR), Argentina.
Sistema Nacional de Investigadores, Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (SNI-
CONACYT), México.
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3.CAPITULO 3

Evaluacion del potencial citotoxico y genotoxico de los

nuevos compuestos derivados del TAT

3.1 Resumen

En la determinacion de citotoxicidad se realizaron ensayos de exclusion de azul de tripano,
captacion de rojo neutro, reduccion de MTT y hemolisis; y para la determinacion de
genotoxicidad se realizaron ensayos de aberraciones cromosOémicas, test cometa e
intercambio de cromatides hermanas, utilizando como referencia las lineas celulares
normal CHO-K1, linea tumoral MCF-7 y sangre periférica humana. Se pudo corroborar que
el IC50 para el TAT es de 8 pug/mL, y que ademas de eso hay un efecto dosis-respuesta
de los tratamientos evaluados sobre la funcionalidad de las lineas celulares. Las pruebas
genotoxicas realizadas demuestran que el TAT tiene selectividad sobre lineas tumorales
disminuyendo su viabilidad, efecto que se potencia con la incorporaciéon de Zny Mn en la
molécula. El indice mit6tico de las células expuestas a los nuevos compuestos disminuye

rotundamente incluso superando al control positivo

Con lo anterior fue posible demostrar el potencial citotoxico y genotéxico de los nuevos
compuestos de TAT sobre la linea celular tumoral MCF-7, lo que resulta prometedor para
el desarrollo de nuevos tratamientos antitumorales, sin que se presenten efectos adversos
sobre las células no tumorales, teniendo un margen de concentraciones sobre las cuales

asegurar el efecto deseado.
Palabras clave

Ensayos citotdxicos y genotoéxicos, test cometa, azul de tripano, rojo neutro, aberraciones

cromosomicas, ICH, hemolisis.
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3.2 Abstract

Since these synthesized coordinate compounds will potentially be used in humans and as
part of the characterization, the evaluation of the cyto and genotoxic potential of the new
TAT-derived compounds was carried out. However, in the cytotoxicity analyzes, tritan blue
exclusion tests, neutral red uptake, MTT reduction and hemolysis were performed. In the
case of the determination of genotoxicity, chromosomal aberration tests, comet test and
sister chromatid exchange were performed, using as reference the normal cell lines CHO-
K1, tumor line MCF-7 and human peripheral blood. It was possible to corroborate that the
IC50 for TAT is 8 pg/mL, with an dose-response effect of the evaluated treatments on the
functionality of the cell lines. The genotoxic tests carried out showed that TAT has selectivity
over tumor lines, decreasing its viability, an effect that is enhanced with the incorporation
of Zn and Mn in the molecule. The mitotic index of the cells exposed to the new compounds

decreased sharply, even surpassing the positive control.

With the above, it was possible to demonstrate the cytotoxic and genotoxic potential of the
new TAT compounds on the tumor cell line, which is promising for the development of new
antitumor treatments, without adverse effects on non-tumor cells, having a range of

concentrations over which to ensure the desired effect.
Keywords

Cytotoxic and genotoxic assays, comet assay, trypan blue, neutral red, chromosomal

aberrations, ICH, hemolysis.
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3.3 Introduccidn

Las pteridinas, compuestos heterociclicos, estan conformados por un anillo de pirazina y
otro de pirimidina; un doble anillo de diez atomos entre los cuales se incorporan algunos
nitrégenos. Estas moléculas se encuentran distribuidas en los seres vivos, a lo largo de la
naturaleza participando en varias reacciones bioquimicas. Algunas se encuentran en la
pigmentacion blanca-amarilla de alas de mariposas (Lorente, 2003; Thomas, 2001)
mientras que otras pteridinas como el tetrahidrofolato y la tetrahidrobiopterina participan
en diversas reacciones metabdlicas indispensables en mamiferos y las deficiencias de
estos compuestos conllevan al desarrollo de afecciones relacionadas con la reduccién de
niveles de neurotransmisores, como la dopamina y serotonina, provocando patologias en
recién nacidos como retraso mental, convulsiones, alteraciones de postura, entre otros
(Lorente, 2003; Martinez-Pardo, 2012). La estructura quimica de este compuesto se

muestra en la figura 3-1.

Figura 3-1:  Estructura de los anillos de pirimidina, pirazina y pteridina
M M
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El derivado activo del é&cido félico, el acido 5,6,7,8-tetrahidrofolico o simplemente
tetrahidrofolato (THF), estd involucrado de manera directa en la sintesis de bases
nitrogenadas del ADN (Lehninger et al., 2006; Stryer, 1995). Es el encargado de donar el
grupo metilo para convertir el dUMP a dTMP; accion llevada a cabo por la enzima timidilato
sintasa (TS). De todas las funciones que tiene el &cido félico en el organismo (Figura 0-2),
la sintesis de nucle6tidos es una de las mas importantes. Por su estructura quimica, el
folato puede considerarse una pteridina con un sustituyente muy grande en el carbono 6

del heterociclo y que debe ser sintetizado in vivo (Thomas, 2001). Cuando se interrumpe
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la produccion de nucleotidos en el organismo, las células dejan de replicarse y las
principales afectadas son las provenientes de la medula ésea, como los globulos rojos, y
las células madre de la mucosa intestinal puesto que requieren de divisiones celulares
constantes lo que puede provocar afecciones en la morfologia de los glébulos rojos,
enfermedad conocida como anemia megaloblastica (Lorente, 2003; Stryer, 1995; Wu et
al., 2021).

Otras pterinas actllan como cofactores enziméticos que catalizan reacciones de oxido-
reduccion gracias a la incorporacion del molibdeno en su estructura (Pfleiderer et al., 1984).
El molibdeno es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza gracias a su
solubilidad en agua y es utilizado por diversos sistemas biolégicos por su capacidad oxido-
reductora. El déficit en el molibdeno, un cofactor enzimatico, est4d asociado a dafio
neuroldgico progresivo, gota y xantinuria o concentracion elevada de xantina en la orina
(Pérez-Gonzalez et al., 2012). Dentro de las enzimas que utilizan el molibdeno como
cofactor en su estructura estan las nitrogenasas y enzimas mononucleares como la xantina
oxidasa, DMSO reductasa, formato deshidrogenasa y sulfito oxidasa involucradas en la
transferencia de electrones entre un sustrato y la molécula de agua (Jodo Romé&o et al.,
1997; Pérez-Gonzélez et al., 2012).

El anillo de pteridina se presenta en otros compuestos que, por su analogia con el folato,
actian como antitumorales bloqueando la enzima dihidrofolato reductasa encargada de
transformar el dihidrofolato en tetrahidrofolato, por ejemplo, el metotrexato y el pralatexato
gue son utilizados para tratar la artritis reumatoidea y el cancer de origen linfoproliferativo
(Carmona-Martinez et al., 2018). El MTX actia bloqueando dos puntos directamente,
siendo el primero de ellos la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), encargada de reducir
el DHF a THF. Posteriormente y de manera indirecta, se interrumpe la accion de la TS
bloqueando la produccion del THF (cofactor de la TS) impidiendo la reduccién del dUMP.
Esto trae como consecuencia el blogueo de la sintesis de novo de la timina provocando
muerte celular (Carmona-Martinez et al., 2018; Hsiao et al., 2014). EI MTX es
probablemente el derivado de pteridina mas usado en tratamiento antitumoral y se emplea
para el tratamiento de cancer de seno, de pulmon, leucemia y artritis reumatoidea entre
otros; del mismo modo, el PTX, aprobado desde el 2009 por la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) es otra pteridina utilizada para

el tratamiento de linfoma (Carmona-Martinez et al., 2018).
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Diversas investigaciones muestran al TAT como potencial medicamento anticancerigeno
por su analogia estructural y afinidad por la timidilato sintasa. Dado que el transporte del
MTX est& mediado por el mismo transportador que el de los compuestos fisiolégicos de
folato 5-metil-tetrahidrofélico y acido 5-formil-tetrahidrofélico; se presume que el TAT
podria aprovechar este vehiculo para ingresar a la célula y causar toxicidad por una
deficiencia de folato inducida por competitividad (Schalhorn et al., 1981). Por ejemplo,
Moghadam et al., (2018) estudié la forma como se intercala el TAT en la molécula del ADN
al adicionando distintas concentraciones del medicamento directamente sobre ADN de
timo de ternero y también sobre albumina sérica humana (transportadora de proteinas y
medicamentos en la sangre). La unién de las moléculas se sigui6 a través de cambios en
los espectros de absorcion, pero sobre todo en los espectros de emision al observar
disminucion en la fluorescencia del sistema ADN-RN (rojo neutro) cuando en el sistema se
incorpor6 el TAT para formar ADN-TAT y liberar RN al medio. Esto, gracias a la capacidad
del TAT de intercalarse en el ADN, especificamente en regiones ricas en guanina y citosina
segun estudios computacionales del mismo autor, lo que conlleva a la adhesion y posterior
bloqueo de la replicacion y transcripcion de genes. Esta investigacion se complementd con
ensayo MTT sobre lineas celulares de cancer de colon de Homo sapiens HCT116 y Mus
musculus CT26 encontrando el IC50 para cada linea de 31.30 pM y 24.45 uM

respectivamente.

En un ensayo con leucocitos de sangre periférica y de una linea celular de linfoma humano
BJAB-B95-8 se encontré que a concentraciones del orden de 10° M, entre el TAT y el
metabolito TAT-OH inhiben entre el 50% y 80% la actividad de la DHFR en las células
sanguineas; mientras que en el estudio con linea celular, los ensayos in vitro demostraron
gue existe una relacion dosis-respuesta encontrando que a concentraciones superiores a
80 uM de TAT se presentd inhibicion total de DHFR intracelular lo cual deterioré el
metabolismo del ADN y desencadeno citolisis. Esto se cuantific6 mediante el ensayo de
exclusion de azul de tripano (IARC, 2016; Schalhorn et al., 1981).

Por otro lado, Guillotin et al., (2017) estudi6 la capacidad del TAT de atacar células con
deficiente sistema de reparacion mismatch (MMR) mediado por la generacion de ROS
concluyendo que el TAT es un medicamento selectivo para células tumorales in vivo e in
vitro con lo cual este compuesto se candidatiza como potencial farmaco para futuras

investigaciones y tratamientos contra el cancer.
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La citotoxicidad se asocia a la capacidad de ciertas sustancias o eventos con la cualidad
general de ser toxicos para las células vivas y que puede ser causada por estimulos
guimicos, fisicos/ambientales e incluso biolégicos. Particularmente, la toxicidad quimica
puede afectar vias metabdlicas o causar dafio en compuestos indispensables para el
funcionamiento celular adecuado. Afecciones causadas por un agente quimico en el ADN,
membrana celular, organelas (mitocondrias, reticulo endoplasmatico), microtubulos, entre
otros, pueden desencadenar procesos de apoptosis (muerte programada) o necrosis
(muerte accidental) en la célula (Askin Celik, 2018). La evaluacion de la citotoxicidad
constituye un paso inicial para determinar el potencial de toxicidad de una sustancia. Todo
farmaco, cosmético aditivo alimenticio, o producto en general que se pretenda liberar al
publico, debe ser evaluado rigurosamente con la finalidad de disminuir al maximo los
riesgos para la salud de los humanos. Solo aquellos productos con toxicidad minima o nula
son candidatos para su disposicion como farmacos o cosméticos. Los productos con
actividad anticancerigena deben tener un importante factor citotéxico selectivo. Entender
y conocer los factores de citotoxicidad de las sustancias, es esencial para futuras
formulaciones de dosis minima (Askin Celik, 2018; Freshney, 2005).

La genotoxicidad se define como un efecto destructivo que afecta la integridad del material
genético de las células (ADN, ARN) resultando en afecciones en la funcionalidad del
cromosoma y en proteinas asociadas (Erkan, Aydin, Orta Yilmaz, & Yildizbayrak, 2021;
Lopez et al., 2012; Seukep, Noumedem, Djeussi, & Kuete, 2014). Al respecto, la accién de
agentes exdgenos como los medicamentos, puede afectar el material genético, por la
formacion de enlaces e interacciones directamente con el ADN o indirectamente afectando
proteinas de reparacién, de condensacién de cromatina, entre otras. Esto podria conllevar
a mutaciones que afecten genes (protooncogenes), que participan en el control del ciclo
celular y posteriormente causar neoplasia o cancer (Lopez Ortiz & Marquez Fernandez,
2002). De forma general, estas transformaciones pueden ser inducidas por agentes fisicos
(radiacién UV yl/o temperatura,) quimicos (ROS, alquilantes, halogenados, radicales
libres), biolégicos (virus de hepatitis B) o por combinacion de ellos. Es necesario entonces
gue todo producto nuevo en el campo de farmacia, cosmética, alimentacion, y otros, sea

testeado desde la parte citotOxica y genotédxica para su aplicacion y comercializacion.

Los ensayos in vitro permiten obtener informacién respectivamente sobre la genotoxicidad

primaria o la causada por el agente en cuestion (Turkez et al., 2017). Entre algunas de las
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pruebas estas se encuentran el analisis de aberraciones cromosomicas (AC), el
intercambio de crométides hermanas (ICH) y el ensayo cometa. Esta bateria de pruebas
aportan la informacion suficiente para evaluar si una sustancia es capaz de generar dafio

en el ADN y por lo tanto ser genotéxica.
3.4 Metodologia

Las lineas celulares estudiadas fueron un modelo que representa una fisiologia normal
CHO-K1 y otro modelo neoplasico de cancer de mama MCF-7. La dltima linea se escogi6
con vista a elucidar el efecto anticancerigeno reportado para el TAT. Las células se
mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal (SFB) al 5% y 1%
de penicilina-estreptomicina 50 U.I/mL, a 37°C en atmdsfera humeda con CO- al 5%. Para
el mantenimiento de las lineas, se cambi6é el medio cada dos dias realizando lavado con
solucion buffer fosfato (PBS) hasta obtener una confluencia celular aproximada del 70%.
El desprendimiento de las células se realizo con tripsina al 0.05% v/v EDTA 0.03% v/v
(acido etilendiamino tetracético) y se dejo actuar durante 2 minutos en incubadora a 37°C.
La viabilidad celular se determin6 mediante tincion de azul de tripano al 0.4% antes de
cada ensayo. En cada uno de los experimentos, se utilizaron cultivos con una viabilidad

mayor al 90% y fueron incubadas durante 24 horas antes de aplicar los tratamientos.

Se determind la citotoxicidad de los compuestos mediante las pruebas de azul de tripano,
rojo neutro, reduccion de MTT. Los cultivos celulares fueron sometidos a la accion de TAT
y sus derivados TAT-Zn y TAT-Mn; estos fueron preparados en DMSO puro y llevados a
las diluciones correspondientes con medio RPMI 1640. El tiempo de exposiciéon a los
tratamientos para los ensayos citotoxicos fue de 24 horas con el fin de no alcanzar la
pérdida total de viabilidad. La concentraciéon méxima evaluada para los tratamientos fue de
8 pg/mL, dato correspondiente al IC50 reportado por Moghadam et al., (2018) sobre dos

lineas celulares de cancer de colon en humano (HCT116) y en ratén (CT26).

3.4.1 Prueba de Azul de Tripano

En este ensayo se sembraron 8x10* células/pozo en platos de 24 (CHO-K1) se incubaron

durante 24 horas, luego las células fueron tratadas por un tiempo igual. La suspension
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celular fue incubada con azul de tripano (0.04%) y contadas en camara de Neubauer. La
viabilidad celular se determiné a partir de la ecuacion (10):

% Viabilidad = rln1'1mero de células vivas « 100 (10)

umero de células totales

3.4.2 Ensayo de captacion de rojo neutro

El protocolo que se sigue es el propuesto por (Arencibia Arrebola et al., 2003) con algunas
modificaciones. Este ensayo se llevé a cabo en platos de 96, en cada pozo, se sembraron
8x10° células de la linea CHO-K1 y se incubaron por 24 horas, posteriormente se trataron
con 10 pL de los tratamientos y se incubaron por otras 24 horas. Posteriormente, se retird
el medio de cultivo, se lavd cada pozo con PBS y se adicioné 50 ul de rojo neutro (0,1
mg/mL) y se incubd por 1,5 horas. Luego, se retir6é el rojo neutro, se lavé con PBS y se
agrego 100 pl de etanol (50%)-acido acético (0,1%) por 10 minutos. El plato se llevé a
lector de ELISA a 540 nm y el porcentaje de viabilidad se determiné a partir de la ecuacién
(11).

%Viabilidad _ Absorbancia del tratamiento +100 (11)

Absorbancia del control solvente

3.4.3 Reduccion de MTT

Esta prueba se realiz6 usando el protocolo de Ulukaya et al., (2008) con algunas
modificaciones. La prueba MTT se evalu6 en platos de 96, en cada pozo se adicionaron
8x10°células en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de SBF a 37°C y CO; al 5%. 24
horas después se trataron las células con los compuestos de TAT y se incubaron en las
mismas condiciones descritas durante 24 horas. Posteriormente se adicionaron 10 pL de
la solucién de MTT (5mg/mL) a cada pozo, se incubaron por 3,5 horas en oscuridad y se
les adicion6 100 pL de isopropanol-acido a cada pozo para diluir los cristales de formazan
formados, se agité vigorosamente y la placa se lleva a un lector de ELISA a para recopilar

la informacion a 570 nm. El control solvente contiene DMSO al 20%, quedando en el pozo
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a una concentracion de 2% y la viabilidad celular se determind utilizando la ecuacion (11)

descrita en el apartado anterior.

3.4.4 Hemoalisis y Fotohemolisis

Se obtuvo sangre de un individuo aparentemente sano, sexo masculino, 31 afios de edad
y Rh O+. Libre de consumo de drogas, tabaco y bebidas alcohdlicas. Se extrajeron 10 mL
de sangre con jeringa que se depositaron inmediatamente en dos tubos tipo Falcon de 15
mL. A cada tubo se adiciono 5 mL de medio RPMI 1640 para completar un volumen total
de 10 mL. Se centrifugaron a 2700 rpm durante 5 minutos y se realizaron 3 lavados
(Feldman & Sink, 2008) extrayendo el liquido sobrenadante con pipetas Pasteur. Para la
obtencion de glébulos rojos frescos (GRF) los precipitados finales se mezclaron por simple
vaciado a un tubo Falcon en donde se adicion6 medio RPMI 1640 en una proporcion

equivalente al doble del volumen de glébulos rojos que resulté de los lavados.

En tubos eppendorf de 1.5 mL se adicionaron 215 pL de GRF, 870 pL de medio RPMI
1640 y 115 pL de cada tratamiento previamente preparados a 2.4 pg/mL. El volumen final
de la solucion fue de 1200 pL y la concentracion de cada tratamiento alcanzé 0.23 pg/mL
gue corresponde a la concentracion maxima reportada en pacientes (Mutschler, Gilfrich,
Knauf, Morke, & Volger, 1983). Se uso el medio de cultivo como control negativo, DMSO
al 2% como control solvente y alcohol al 70% como control positivo. El tiempo de contacto
de los GRF y los tratamientos fue de 30 minutos a 37°C; pasado ese tiempo se
centrifugaron los eppendorf y se adicionaron 50 pL de muestra por triplicado al plato de 96
pozos. Este procedimiento se repiti6 3 veces hasta alcanzar 90 minutos y finalmente se
ley6 la absorbancia de las muestras a 550 nm. El porcentaje de hemodlisis se determiné a
partir de la ecuacion (12) donde A es la absorbancia del sobrenadante de cada tratamiento,

B es la absorbancia del control negativo y C es la absorbancia del control positivo.

% hemdlisis = (A;—B) * 100 (12)

La prueba de fotohemdlisis se realiz6é para confirmar si la radiacion de los compuestos en

conjunto con eritrocitos aumenta el efecto hemolitico por la aparicion de ROS. Para este
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ensayo se realizo el mismo procedimiento descrito en el parrafo anterior para los primeros
3 pozos de cada muestra salvo que se us6 hipoclorito de sodio como control positivo. A
continuacioén, las muestras fueron sometidas a radiacion UVA con una lampara UVGL-58
Handheld UV Lamp con longitud de onda larga de 365 nm durante 30 minutos . El
procedimiento se repitid hasta completar los 90 minutos y finalmente la absorbancia se
leyé a 550 nm. El porcentaje de hemolisis mediado por ROS se calcul6 con la ecuacion
(12).

3.4.5 Aberraciones cromosdmicas e Intercambio de Cromatides

Hermanas (ICH)

Para las pruebas de genotoxicidad se sembraron 4x10° células en cada pozo en plato de
seis pozos, teniendo en cuenta que el volumen inicial que se siembra en cada pozo es de
2250 pL, el cual contiene las células mas el medio RPMI1640 suplementado con 5% de
SFB y 1% de antibidtico. Pasadas 24 horas se adicion6 250 L de cada tratamiento a una
concentracion de 4 pg/mL para garantizar la viabilidad de las células en el tiempo de
exposicion. Los controles fueron: negativo (células sin tratamiento), solvente (células
tratadas con DMSO al 2%) y positivo (células tratadas con mitomicina C). Pasado el tiempo
de tratamiento, dos horas antes de la cosecha se adicionaron 25 uL de colcemid a una
concentracion de 10 pg/mL y se procedié a cosechar las muestras como se indica a
continuacion. Se retiré de cada pozo la suspension celular y se lavaron con PBS; luego se
adiciond tripsina para promover el desprendimiento celular. Posteriormente se inactivo la
tripsina con la suspensién recogida en el primer paso y toda la suspensién se depositd en
tubos conicos de 15 mL. Las muestras fueron centrifugadas a 2100 g durante 10 minutos,
pasado este tiempo se descartd el sobrenadante y se homogeniz6 el pellet celular. Luego
se adiciono citrato de sodio 0.7% p/v hasta completar un volumen de 4 mL. Las muestras
se almacenaron durante 10 minutos a 37°C y pasado este tiempo fueron centrifugadas
nuevamente a 2100 g durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se homogeniz6
el pellet, luego de esto se procedio a fijar la muestra con metanol — &cido acético en una
proporciéon 3:1. Finalmente se gotearon las muestras sobre placas obteniendo de esta

forma los extendidos cromosdmicos.
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Para los extendidos cromosOmicos en aberraciones cromosomicas se afiadio BrdU a una
concentracion de 2 mg/mL, seis horas antes de la cosecha. Los extendidos cromosémicos
obtenidos, se sometieron a tincion homogénea con Giemsa (5%) por 2 minutos, luego se
realizé el andlisis de aberraciones al microscopio en aumento de 100X analizando 50
células metafasicas de buena calidad, dotacibn cromosémica completa y buena
separacion entre los cromosomas Se calculd el indice mitético en la poblacién de células

con la ecuacion (13).

# mitosis

IM =

- (# nicleos inter fasicos+# mitosis) *100 (13)
Para los extendidos cromosomicos de ICH se afiadié BrdU 1 mg/mL, desde el montaje del
ensayo. Los extendidos cromosomicos obtenidos después de exposicion a 54 horas de 5-
bromodeoxiuridina (BrdU) fueron tefiidos con tincién diferencial de la siguiente manera: las
placas goteadas se sumergieron en solucién bis-BENZIDIMIDE (0.05 mg/mL) (Hoechst
33258) durante 10 minutos. Luego las placas se lavaron con agua destilada en dos pasos
sucesivos y se secadas suavemente hasta remover el agua. A cada lamina en posicién
horizontal, se le agregaron 0.3 mL de solucion 2xSSC y fueron cubiertas con lamina
cubreobjetos. Posteriormente fueron expuestas a una lampara Sylvania capsylite 75w,
120w PAR 30, a una distancia de 30 cm mas o menos a 60°C por 20 minutos. Finalmente
fueron tefiidas con Giemsa (5%) durante 2 minutos. Se analizaron 50 metafases en
microscopio a 100X y se determiné la existencia de ICH en cada célula por cada

tratamiento.

3.4.6 Electroforesis alcalina en gel de células individuales (Ensayo
Cometa)

En este ensayo se siguié el protocolo reportado por Singh et al., (1988). Se tomaron 4x10°
células CHO_K1 en 2250 pL de medio y se trataron 24 horas con los compuestos TAT,
TAT-Zn y TAT-Mn, DMSO al 0.03 % como control solvente, H>O, 25 uM como control
positivo y células sin tratar como control negativo. Pasado el tiempo, las suspensiones se
centrifugaron a 2400 rpm durante 5 minutos y se conserva el pellet en donde estan las

células. Estas se mezclaron con 90 pL de agarosa de punto de fusion bajo 0.05% y se
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depositaron en portaobjetos previamente tratados con agarosa de punto de fusion normal
0.5%.

Las placas portaobjetos fueron llevadas a nevera para solidificar la agarosa a 4°C y en
aproximadamente 8 minutos se retiraron fueron sumergidas en buffer de lisis (sarcosinato
de Na 1%, NaCl 2.5M; Na-EDTA 100 mM, tris 10 mM; pH 10 y triton X-100, 1%). A
continuacion, se realiz6 lavado con PBS y se incubaron en cdmara de electroforesis con
buffer de corrido (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM) durante 20 minutos. Las muestras se
corrieron a 25V y 300 mA durante 30 minutos a pH de 13. Al finalizar la electroforesis, las
placas se lavaron con buffer neutralizante (tris 0,4 M pH 7,5) durante 15 minutos, luego de
esto se deshidrataron con MeOH y se guardaron durante 24 horas para ser teflidas con

bromuro de etidio (2 pg/mL).

Finalmente, con ayuda de microscopio de fluorescencia (ZEISS) con objetivo de 20X se
tomaron fotografias de 50 nucleoides al azar por placa en donde se cuantific6, con la
aplicacién de uso libre ImageJ y el complemento OpenComet, la fluorescencia de las colas
de los cometas causada por dafio puntual en el ADN. Todos los pasos fueron realizados
en completa oscuridad una vez que la suspensién entrd en contacto con el buffer de lisis

para evitar dafios adicionales del material genético.

3.5 Resultados y Analisis

3.5.1 Exclusion de azul de tripano
De acuerdo con los resultados obtenidos para las dos lineas celulares y como se observa
en la figura 3-2 y 3-3, no se percibe un efecto marcado de los tratamientos sobre la

membrana celular tanto de las lineas CHO-K1 y MCF-7 respectivamente.
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Figura 3-2: Resultados prueba de exclusion de tripano en CHO-K1
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Figura 3-3: Resultados prueba de exclusién de tripano en MCF-7
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3.5.2 Captacion de Rojo Neutro

La figura 3-4 muestra los resultados de la incorporacion del colorante rojo neutro en las
lineas celulares en donde se puede evidenciar que hay un efecto dosis respuesta para la
linea celular CHO-K1 en donde a mayor concentracion de los tratamientos, se ve
comprometida la integridad de las organelas (lisosomas). EI TAT-Zn fue el Unico
compuesto que alcanza un valor cercano al 50% de perdida de viabilidad, mientras que el
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TAT y TAT-Mn reducen la viabilidad entre el 65 y 70% respectivamente. Tras una regresion
lineal, el andlisis de varianza de las pendientes demostré6 que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados y segun el valor P, todos los tratamientos
generan un efecto estadisticamente significativo en cuanto a la concentracién evaluada y
la respuesta en la viabilidad. Este resultado confirma lo propuesto por Park et al., (2021),
en cuyo estudio demostré que el triamtereno en altas concentraciones (50 ug/mL) causa
la ruptura lisosomal sin afectar a otros organulos celulares y aumenta el flujo de autofagia
en la linea celular HepG2; esto se articula con el hecho de que los lisosomas son organelas

gue se originan a partir de la membrana celular.

Figura 3-4: Resultados de rojo neutro en CHO - K1 (izquierda) y MCF-7 (derecha)
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En la linea celular tumoral, no se percibe efecto importante de los tratamientos sobre la
funcionalidad de la membrana, salvo el TAT-Mn que reduce la viabilidad de las células en
un 22% como se aprecia en la misma figura. Tras una regresion lineal, el andlisis de
varianza mostré que no hay diferencias significativas entre las pendientes y que ademas
los tratamientos no estan ejerciendo una accion estadisticamente significativa sobre la
viabilidad de las células; por lo tanto, no podemos afirmar que un tratamiento ejerza mas
toxicidad que otro ni que existe un efecto dosis-respuesta. Este comportamiento
seguramente se da porgue la linea cancerigena soporta mejor las condiciones adversas,

y alli reside su capacidad proliferativa y resistente.
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3.5.3 Reduccién de MTT

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante la prueba del MTT y como se aprecia
en la figura 3-5; se comprobd que el aumento en la concentracion de los tratamientos esta
interfiriendo en el metabolismo de la linea celular CHO-K1 logrando incluso perdida del
50% de la viabilidad celular en los tratamientos con Zn y Mn. El analisis de varianza ANOVA
tras una regresion lineal arroj6é que tanto los tratamientos de TAT-Zn y TAT-Mn (valores P
0.047 y 0.015 respectivamente) presentan un cambio significativo en la variable de
respuesta, lo cual quiere decir que la pérdida de viabilidad esta asociada directamente al
aumento de concentracion de los tratamientos en el medio. No se puede afirmar lo mismo
para el tratamiento con TAT (valor P 0.067), por lo tanto, el principio activo por si solo no
genera un cambio estadisticamente significativo en la perdida de viabilidad en las
concentraciones evaluadas.

Se realizo el mismo andlisis para la linea MCF-7 y los resultados del ANOVA arrojaron que
no existe diferencia significativa entre los tratamientos aplicados a la linea celular y que
ademas todos generan pérdida de viabilidad celular estadisticamente significativa cuando
se aumentan las concentraciones. Para esta linea, el TAT-Zn es el Gnico compuesto que
alcanza el IC50 a la concentracién méaxima evaluada, y se espera que el TAT y TAT-Mn lo

alcancen a mayores concentraciones. Esto se concluye segun la tendencia que se observa
en la figura 3-5 .

Figura 3-5: Resultados de MTT sobre CHO-K1 (izquierda) y MCF-7 (derecha)
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3.5.4 Hemalisis y Fotohem©dlisis

La concentracién de los tratamientos que se alcanzé en las muestras de los ensayos de
hemolisis fue la maxima reportada en sangre 0.23 ug/mL segun Mutschler et al, (1983).
Los resultados se pueden observar en la figura 3-6 y tras un andlisis estadistico, el valor P
de los tratamientos (0.08) es superior al nivel de confianza de 0.05; por lo tanto, se concluye
gue nuestros compuestos no son hemoliticos y no estan causando pérdida de la funcién
fisiologica a la concentracion evaluada ya que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos que contienen el medicamento y los controles negativo y solvente.

Figura 3-6: Hemolisis y fotohemolisis causada por los tratamientos a 0.23 ug/mL al cabo
de 90 minutos. Las muestras de fotohemdlisis fueron sometidas a radiacion UVA.
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En la prueba de fotohemdlisis no se observaron grandes cambios en las absorbancias de
las diferentes muestras como se puede observar en la tabla 3-1. Esto se comprob6 con un
andlisis de varianza, el cual arroj6 que para un nivel de confianza de 0.05, no existe
diferencia significativa entre los tratamientos que contienen el TAT, TAT-Zn, TAT-Mn y
solvente. Por lo tanto , se concluye que, a las concentraciones y tiempos evaluados, no
existe generacion de ROS significativa por parte de nuestros compuestos capaz de causar
ruptura en membrana de eritrocitos. Esta informacion se contrastd con estudios previos
(Vargas, F; Fuentes, 1997) en donde ele TAT genera fotohemolisis a una concentracion
de 50 pg/mL por tratamiento e irradiacién con lampara OSRAM HQL 250w (320-400nm);
ademds, el TAT se obtuvo a partir de tabletas de Diazyde de donde no se conoce el
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proceso de extraccion del principio activo, generando perdida de pureza del compuesto y

por ende resultados no comparativos con nuestro analisis.

Tabla 3-1: Resultados de fotohemolisis expresados en porcentaje. El solvente
utilizado fué DMSO al 2%.

Tiempo Control TAT TAT-Zn TAT-Mn Control
(min) positivo solvente
0 97,1 0,3 0,3 0,3 0,4

30 97,3 0,3 0,4 0,3 0,4

60 97,6 0,3 0,4 0,4 0,3

90 97,7 0,4 0,5 0,5 0,5

3.5.5 Resultados de Ensayo Cometa

La figura 3-7 permite observar el dafio puntual que los tratamientos causan sobre el ADN
de las lineas celulares, reflejado en las estelas o colas del cometa. Los tres tratamientos
fueron evaluados a una concentracion de 4 pg/mL, concentracion por debajo del IC50 para
garantizar la funcionalidad de la célula. El dafio causado en el ADN se cuantificé con la
aplicacion de uso libre ImageJd con el complemento OpenComet y los resultados se

observan en la figura 3-8.

En ambas lineas celulares, se aprecia un dafio elevado con el compuesto TAT-Zn
alcanzando el 43.2% para la linea CHO-K1 y 44.6% para MCF-7 . El compuesto con Mn
de igual forma causa un dafio apenas menor para ambas lineas y el principio activo
precursor presenta valores que difieren en un 20% entre las lineas. Es importante aclarar
gue el control solvente presenta porcentaje dafio de alrededor del 12% para la linea celular
normal y del 9% para el modelo neoplasico lo cual, sin duda, estd aumentando el dafio real
gue pueden causar nuestros compuestos al ADN. Los resultados obtenidos van de la mano
con antecedentes como el de Guillotin, D. et al. (2017) en donde se afirma que el TAT, por
competicion con el folato, favorece la aparicion de ROS aumentando el estrés oxidativo de

la célula, generando quiebres en el ADN y con gran afinidad por células tumorales.
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Figura 3-7: Imégenes tomadas por microscopio de fluorescencia de ensayo cometa

para linea celular CHO-K1 y MCF-7.

Linea celular CHO-K1

TAT TAT-Zn TAT-Mn

Linea celular MCF-7

TAT-Zn TAT - Mn

Figura 3-8:  Cuantificacion del dafio en el ADN para cada una de las muestras tratadas

de las imagenes obtenidas en test cometa para CHO-K1 y MCF-7.
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3.5.6 Resultados de Aberraciones cromosémicas e ICH

Figura 3-9:  Aberraciones cromosémicas e ICH para linea celular CHO-K1.
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En la figura 3-9 se presentan algunas imagenes de los extendidos cromosomicos
correspondientes al control negativo y al tratamiento con TAT. No se observaron efectos
sobre el material genético total, puesto que no se presentaron aberraciones cromosémicas
al tratar la linea celular CHO-K1 con los compuestos; del mismo modo, tampoco se aprecia
un aumento en la cantidad de ICH para ninguno de los tratamientos revisados hasta el
momento. Es importante mencionar, que el control negativo de la linea CHO-K1 es el Gnico
gue ha completado los 2 ciclos necesarios para el andlisis de ICH; mientras que en los
demas tratamientos el ciclo se ha visto interrumpido seguramente por accién del TAT tal

como lo menciona Guillotin et al. (2017) por una posible detencién en la fase G2-M.

En la figura 3-10, se observd un efecto similar, sin aberraciones cromosémicas y ningun
aumento en los ICH para la linea celular MCF-7 en las imégenes analizadas hasta el
momento. Estos hallazgos son positivos ya que se pretende que el TAT y sus derivados
con Zn y Mn no generen genotoxicidad en la linea normal y que tampoco aumenten la
proliferacion de anomalias en la linea cancerigena; esto con el fin de que el principio activo

siga siendo atractivo para usos y futuras investigaciones.
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Figura 3-10: Aberraciones cromosémicas e ICH para linea celular MCF-7 en presencia
de TAT

3.5.7 Resultados del indice mitético

Figura 3-11: Resultados de indice mitotico en linea CHO-K1 y MCF-7 al ser tratadas con

TAT, TAT-Zny TAT-Mn.
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Adicional a las anteriores pruebas, se observé que la linea celular MCF-7 disminuye su
velocidad de replicacion al estar expuesta a los tratamientos con TAT. Esto quiere decir
qgue el ciclo celular se estéd alterando tal como aparece en investigaciones previas de
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Guillotin et al. (2017) en donde se comprobd que el TAT (5 pg/mL) detiene el ciclo de
células tumorales en la fase G2-M derivando en una reduccion de la viabilidad. En la figura
3-11 se muestra el indice mitdtico de ambas lineas celulares y se corrobora la afinidad del
TAT con la linea tumoral inhibiendo su proliferacion; efecto que no se aprecia en la linea

celular normal y que ademas se ve aumentado con la presencia de Mn y Zn en el medio.

3.6 Conclusiones

El ensayo de hemolisis y fotohemdlisis demostré que a las concentraciones y tiempos
evaluados, los compuestos permanecen estables y no generan ruptura de la membrana
celular de los eritrocitos. Respecto a la viabilidad, no se percibié efecto nocivo sobre la
membrana celular como se muestra en el ensayo de azul de tripano, sin embargo, se
observo efecto dosis respuesta en cuanto a la funcionalidad de lisosomas en CHO-K1, de
acuerdo con los resultados que revel6 el ensayo de captacion de rojo neutro. Hay un efecto
dosis respuesta de los compuestos evaluados en las concentraciones de 0.5, 1,2, 4y 8
pg/mL, que se corroboré mediante el ensayo de MTT lo cual quiere decir que los nuevos
compuestos y el TAT tienen un efecto importante sobre el metabolismo mitocondrial siendo
el TAT-Zn un tratamiento mas incisivo sobre la linea tumoral. Estos datos reafirman la

selectividad del triamtereno en su actividad antifolato sobre las células neoplasicas.

Existe una posible detencion del ciclo celular en la fase G2-M lo que corresponde a la
perdida de viabilidad observada por los compuestos. Tal como lo afirma Guillotin et al.
(2017), el TAT puede generar un aumento de ROS (como se aprecia en los resultados de
generacion de O[*Ag]) provocando dafios en el ADN incluyendo rupturas de cadena
sencilla y doble, y dafio oxidativo lo que ocasiona detencion del ciclo celular. El impacto en
estas rupturas se reflejo en el ensayo cometa en donde se apreciaron dafios significativos
sobre todo en los tratamientos con Zn y Mn. Al respecto, los altos porcentajes de dafio en
el genoma causados por el TAT-Zn se pueden atribuir a que el aumento en las
concentraciones de Zn limita la proliferacion de células neoplasicas, esto segun estudios
en donde se trabajé con una linea celular leucemoide en medio suplementado con Zn
observando un efecto citotoxico; mientras que en otros modelos celulares saludables,
como fibroblastos de pulmén humano, células epiteliales de préstata y leucocitos, el Zn
demostré tener un efecto de proteccion anti-apoptético. Esta proteccién no se presento en

las células cancerigenas y el Zn resultdé ser mas citotéxico a diferencia de las lineas
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normales (Costa et al., 2022). La toxicidad de los tratamientos con manganeso, pueden
explicarse por la liberacion el ion Mn*2 al medio, el cual puede oxidarse a Mn* e inducir
genotoxicidad a concentraciones de superiores a 0.05 M (Lima, P. D. L., Vasconcellos, M.
C., Montenegro, R. C., Bahia, M. O., Costa, E. T., Antunes, L. M. G., & Burbano, R. R.
2011).

Estos estudios sustentan los resultados obtenidos en esta tesis ya que demuestran que
tanto el TAT como el TAT-Zn afectan principalmente las lineas celulares tumorales y este
efecto se aprecia con mayor relevancia en el indice mitético observado. Este hallazgo fue
clave para concluir que el ciclo celular se esta deteniendo (G2-M segln reportes)
inhibiendo el desarrollo, crecimiento o proliferacion de células tumorales malignas que es

justamente lo que se busca en los medicamentos antineoplasicos.
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Conclusiones generales

Se logré la sintesis de complejos entre el ligando TAT y las sales ZnCl; y MnCly,
respectivamente, lo cual se evidencia de forma inicial a través del cambio de coloracion de
las soluciones en el proceso de sintesis. Los resultados obtenidos desde SEM, permitieron
determinar cambios en la morfologia de los materiales sintetizados, obteniendo para los
nuevos compuestos cristales en forma acicular a diferencia de los observados para el TAT;
asi como la evidencia desde el andlisis elemental complementario a esta técnica, que
muestra la presencia de metales en la superficie. Los cambios observados en los
espectros FTIR y de Raman, sefialan como sitio de coordinacion al N5, ocasionando
aumento en las distancias interplanares, como indicativo de la incorporacion de otros

elementos en las estructuras cristalinas vistos desde el analisis de XRPD.

Los complejos de coordinacion obtenidos presentan una pérdida de masa inicial y gradual,
de moléculas volatiles. Para estos nuevos compuestos se observa menor estabilidad
térmica en comparacion con el ligando TAT que se evidencia incluso en eventos térmicos
previos a temperaturas cercanas al punto de fusion, que sefialan la pérdida de moléculas
posiblemente de H.O y HCI incorporadas a la estructura cristalina. No se aprecian
diferencias estadisticamente significativas frente a la estabilidad fotoquimica bajo radiacién
UVA durante el tiempo del analisis. También se observé que las tasas de dilucion del TAT,
mejoran en presencia de las sales de Zn y Mn hasta en un 40%. Los complejos
sintetizados muestran a través de sus espectros de absorcién UV-VIS, FTIR y Raman,
cambios asociados debidos a las diferencias estructurales en comparacién con el ligando
TAT.

Los rendimientos cuanticos en la generacién de oxigeno molecular singulete 02[ 1Ag], son
en magnitud comparables entre los compuestos sintetizados y el TAT, por lo que se puede
asegurar que, en las concentraciones utlizadas, no se modifica el caracter
fotosensibilizador como parametro de fototoxicidad. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en las cinéticas de pseudo primer orden para el consumo

del DPBF como apagador del oxigeno excitado.
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Las pruebas citotoxicas demuestran que la méxima concentracion evaluada de 8 pug/mL
afectan la viabilidad celular por encima del 20% para ambas lineas celulares; llegando a
perdida de viabilidad del 50% en algunos casos y solo en algunos tratamientos como el
caso de TAT-Mn en MTT y TAT-Zn en rojo neutro. Estos valores son importantes a
considerar para tener en cuenta la dosis a evaluar en los ensayos genotoxicos. EN cuanto
a estas pruebas, se observo que la concentracidn evaluada de 4 ug/mL es suficiente para
causar dafio en el material genético, efecto que se refleja con mayor intensidad el ensayo

cometay en el indice mitético mostrado en la linea celular MCF-7.

Todos los resultados en conjunto sugieren que el TAT-Zn y TAT-Mn potencian la accion
cito y genotodxica del TAT, abriendo la puerta a nuevas investigaciones sobre el desarrollo
de nuevos farmacos y el reposicionamiento de los mismos en el campo de complejos

organometélicos y posibles tratamientos antineoplasicos.
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Recomendaciones y Proyecciones

Complementario a las medidas del perfil de disolucion, es adecuado llevar medidas en las
mismas condiciones hasta observar una absorbancia constante y asi poder obtener un
valor de absorbancia en equilibrio, como parametro termodinamico. Asi mismo, con los
resultados obtenidos para el rendimiento cuéntico de fluorescencia, se recomienda ampliar
el estudio a un andlisis multiparamétrico con datos de propiedades asociadas a la polaridad

del solvente.

Como un estudio a proyectar, se propone analizar los restos calcinados que resultan del
andlisis de TGA para evaluar la posible presencia de nitruros de carbono que se puedan
formar a temperaturas superiores a 600°C en una atmosfera empobrecida de oxigeno.

Relativo a los experimentos citotéxicos es recomendable ampliar el espectro de las
concentraciones por encima y por debajo de las evaluadas en esta tesis. Se propone
trabajar la bateria de ensayos citotdxicos con la concentracion maxima alcanzada por
pacientes en sangre, y a la vez, establecer los limites a los cuales todos los tratamientos
disminuyen la viabilidad celular al menos en un 50%. Para el analisis de ICH
especificamente, se propone duplicar el tiempo de exposicion al BrdU pretendiendo

alcanzar el 2 ciclo celular en ambas lineas.



