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RESUMEN

El diagndstico definitivo del Alzheimer se realiza mediante estudios post mortem de
cerebros de pacientes, no obstante, en los ultimos afios ha sido posible aplicar técnicas
como la tomografia de emision de positrones (PET) para realizar imagenes de
radiodiagnostico de esta enfermedad. Esta técnica en particular emplea radioisétopos
como el carbono-11 y fluor-18; sin embargo, el corto tiempo de vida media de estos
limita en gran medida su uso. Debido a ello, se propone usar cobre-64 como
radioisotopo emisor de positrones, pues posee un tiempo de vida media mas
prolongado, ademas de que es un metal amigable con las funciones biolégicas del

cuerpo humano.

El objetivo del presente trabajo de investigacion ha sido analizar y determinar las
propiedades farmacolégicas de una serie de complejos de cobre (I1) con potencial para
ser agentes de radiodiagnéstico del Alzheimer por PET. Se propuso analizar
cualitativamente el perfil de estabilidad cinética y termodinamica de complejos de cobre
previamente sintetizados en nuestro grupo de investigacién, como etapa previa a su
radiomarcado y posible uso como agente de imagen PET. Para estos analisis se
utilizaron técnicas rutinarias y de relativo alcance como la espectroscopia UV — Vis, que
permite, entre otros andlisis, el uso de ligandos de competencia presentes en mayor

medida en el cuerpo, en comparacién con los complejos estudiados.

Asi, se estudié la estabilidad termodinamica y cinética de una serie de complejos de
cobre (Il) derivatizados con grupos afines a las placas amiloides, dentro de los cuales
destacan los complejos derivados de resveratrol y algunos complejos funcionalizados a
partir de benzotiazoles, pues son los que demostraron ser los mas estables dentro de
los analisis realizados. Los complejos restantes o bien no pudieron ser analizados
debido a que presentaban problemas de solubilidad en el medio o demostraron tener

reducida estabilidad al disociarse en metal y ligando durante los analisis realizados.
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1. Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de enfermedades cronicas cuyo
avance en el cuerpo humano es progresivo. Este tipo de desérdenes tienen en comun
el causar una serie de dafos cognitivos dependiendo del mal que se padezca, como
dafios en la comunicacién entre neuronas, acumulacion de agregados de proteinas,
demencia en cualquiera de sus fases, hasta llegar a desencadenar en la muerte

neuronal en partes especificas del cerebro.’

Dentro de este grupo de enfermedades se encuentra el Alzheimer (conocido en inglés
por sus siglas AD), el cual, debido a los avances en la ciencia y tecnologia, se ha podido
diferenciar de otras enfermedades neurodegenerativas. Se sabe que esta enfermedad
tiene mayor incidencia durante la edad adulta mayor; especificamente, a partir de los 65
afos, por lo que la expectativa de vida es una variable importante en el desarrollo de
este mal. Esto significa que, a mayor expectativa de vida, mas probabilidades hay de
desarrollar esta enfermedad, debido a la etapa de mayor incidencia.? En la actualidad,
se sabe que el Alzheimer es clasificado como una proteinopatia’ que causa
degeneracion irreversible en las células cerebrales (caracteristica principal de las
enfermedades neurodegenerativas). En consecuencia, esta enfermedad ataca
principalmente a los Iébulos frontal y temporal, que por definicién son responsables del

lenguaje, comunicacion, memoria, entre otros, causando dafios irreversibles.?

Hasta hace algunos afos el diagndstico definitivo de esta enfermedad era la
examinacion del cerebro del paciente post mortem.* Alois Alzheimer, médico
neuropatélogo debido al cual la enfermedad lleva ese nombre, examind
microscopicamente el cerebro de un paciente usando la tincion de plata y los resultados
fueron reveladores. Se observé que dicho cerebro contenia placas neuriticas y ovillos
neurofibrilares que mas tarde se establecieron como los biomarcadores de esta
enfermedad.* Estos hallazgos han sido de vital importancia para el avance de las

técnicas que puedan generar un diagndstico mas temprano de esta enfermedad.

Lamentablemente, a pesar de estos significativos hallazgos en la década de 1910, hasta
el dia de hoy no se cuenta con una cura para esta enfermedad, solo terapias paliativas.
Por otra parte, el diagnéstico, a pesar de tener biomarcadores establecidos sigue siendo
aun cualitativo, realizandose pruebas fisicas para determinar el estado de la
enfermedad. El principal problema con este tipo de diagndstico es que solo reconoce

ciertos signos cognitivos, por lo que otros tipos de enfermedades neurodegenerativas



pueden encajar en el mismo diagndstico.® Ademas de esto, la confirmacién de esta
enfermedad suele ocurrir cuando esta se encuentra en un cuadro bastante avanzado,
evitando que los tratamientos logren tener un impacto significativo en la calidad de vida

del paciente.

Dado pues que existen biomarcadores para la deteccién del Alzheimer, la pregunta
evidente hasta el momento es cdmo analizar este tipo de agregados proteicos de
manera que se pueda cuantificar y detectar el desarrollo de esta enfermedad de manera
temprana y no invasiva. A la fecha, se tiene un método de deteccion no invasivo que
cuantifica estos polipéptidos: la Tomografia de Emision de Positrones (PET por sus
siglas en inglés).® Esta técnica se basa en la administracion de un radioisétopo que
emite positrones (%), los cuales pueden ser trazados en zonas especificas del cuerpo,
segun ocurran las reacciones que involucren estos elementos. Diversos grupos de
investigacion vienen estudiando una serie de compuestos quimicos que cumplan con
las caracteristicas necesarias, tanto en la eficiencia para llegar a ser agentes de
radiodiagndstico, como en la deteccién de estos biomarcadores. Sin embargo, existen
ciertos aspectos por mejorar en las caracteristicas que estos deben poseer para ser

buenos candidatos en la deteccion de la enfermedad.

Este trabajo se enmarca en un proyecto de investigacion que utiliza complejos de
coordinacién de cobre (ll) funcionalizados con estilbeno y benzotiazol, de tal manera
que sirvan como potenciales agentes de imagenes. Dentro de ese estudio se busca
determinar la estabilidad de estos compuestos en condiciones fisiolégicas, para luego
determinar la pureza de estos, de modo que se pueda llevar a cabo su posterior marcado

con el radiois6topo Cu-64 y evaluacion in vitro e in vivo.

El cobre es un metal biocompatible en el cuerpo humano, pues cumple funciones vitales
en diversas biomoléculas.” Como elemento per se, el cobre se encuentra en el cuerpo
humano en forma de elemento traza esencial, teniendo una abundancia de
aproximadamente 70 mg (en un cuerpo humano adulto), y concentrandose un 34% en
el musculo.? Debido a ello, su quimica de coordinacion en el cuerpo es bastante

conocida.

Los primeros agentes de imagenes PET aprobados por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA por sus siglas en inglés)
usaban radioisétopos de C-11 y F-18 cuya principal limitacion es el corto tiempo de vida

que poseen (de 20 a 110 minutos), lo cual restringe en gran medida su uso.® Por el



contrario, el Cu-64, al igual que otros radionuclidos metalicos, posee propiedades que
pueden mejorar el proceso de toma de imagenes por PET en comparacion con los
radionuclidos tradicionales. Dentro de estas propiedades destacan que los farmacos
que utilizan metales poseen pasos de marcaje en las ultimas etapas, pues el metal debe
entrar a un sitio de coordinacion establecido. En particular, el Cu-64, en comparaciéon

con el C-11y el F-18, posee un tiempo de vida media prolongado (t1/2 = 12.7 h).° Esto

contribuye a que no se necesiten equipos sofisticados para la sintesis de estos
compuestos in situ, pues puede ser facilmente transportable desde un laboratorio
especializado hacia los centros de médicos y de diagndstico en un tiempo razonable y

con poco decaimiento.

El entorno de coordinacion del metal también cumple un papel sumamente importante,
y se deben cumplir ciertos requerimientos para ser considerados agentes de
radioimagen. En la investigacion en la que esta enmarcada esta tesis se han sintetizado
ligandos funcionalizados con estilbeno y benzotiazol, que tienen la caracteristica de ser
polidentados, lo cual le brinda al complejo cierta estabilidad cinética y termodinamica.
Sin embargo, es de gran interés evaluar la farmacocinética y farmacodinamica de estos
posibles agentes de radioimagen. Estos ensayos de estabilidad suelen involucrar el uso
de técnicas espectroscopicas combinadas, ya que la medicién de un solo parametro no

es suficiente para indicar la viabilidad de un agente de imagen.'°

En consecuencia, se ha propuesto analizar ciertas propiedades que brindan primeros
alcances de la estabilidad de esta serie de complejos. Adicionalmente, el estudio de las
caracteristicas cinéticas y termodinamicas ayudan a brindar un mejor panorama en la
viabilidad de estos complejos con miras en considerados farmacos para la generacion

de imagenes PET para el diagndstico temprano de Alzheimer.

Debido a la naturaleza polidentada de los ligandos que acomplejan el ion Cu (Il) en los
compuestos preparados en el marco de esta investigacion, se tiene la hipotesis de que

estos si se mantendran estables tanto cinética como termodinamicamente



2. Marco teérico

2.1. Definicién e incidencia de la enfermedad de Alzheimer

En el marco de la globalizacién desde la industrializacion hasta la actualidad, se ha
tenido un evidente incremento en la demografia. Ello, sumado a los avances en la
medicina, ha tenido como consecuencia que la expectativa de vida de las personas
haya aumentado en gran medida." Sin embargo, esto implica que la poblacién
geriatrica también ha ido en aumento, y con ella, han ido evolucionando ciertos
males y trastornos que antes no se tenian en consideracién. Uno de estos es la
demencia, la cual no es una enfermedad en si, sino mas bien la consecuencia de
cierta enfermedad o trastorno. La demencia describe un patrén intraindividual que
consiste en la pérdida de la memoria y el deterioro del pensamiento que afecta al

menos dos dominios de la cognicion.?

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una de las principales causas de demencia,
responsable por el 50 — 75 % de los casos.' Esta enfermedad se encuentra dentro
del grupo de enfermedades neurodegenerativas, que en la actualidad afecta a casi
50 millones de personas alrededor del mundo. Esta cifra es bastante alarmante, y
va en aumento, con una proyeccion de alcanzar mas del doble de casos para el afo
2050.12

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), enumerd el Alzheimer como la séptima
causa de muerte mas comun en los paises desarrollados. Sin embargo, debido al
aumento tan significativo de estos casos estimados para el afio 2050, se cree que

los casos mortales puedan aumentar en sobremanera.?

2.2. Inicios y neurodegeneracién crénica posterior

Los sintomas iniciales de esta enfermedad suelen presentarse en la poblacién de
adultos mayores de 65 anos, involucrando asi pequefos lapsos de pérdida de
memoria o dificultad para encontrar las palabras correctas al comunicarse. Con la
progresion de este mal, se suelen perder las capacidades de comunicacion,
raciocinio, toma de decisiones, asi como pérdida de la funcién visual espacial, la

atencidn y la orientacién; tornandose en un cuadro cada vez mas severo.™

Estos sintomas son la consecuencia de la degeneracion irreversible ocurrida en las



células del cerebro. Mas especificamente, los I6bulos frontal y temporal son los que
se ven severamente reducidos (Figura 1), causando danos degenerativos
irreparables y mostrando la sintomatologia ya mencionada.® Esto no es de
extrafiarse, pues estos lobulos son los que principalmente dominan el lenguaje, la

comunicacion y las habilidades cognitivas.

Figura 1. Imagenes de Resonancia Magnética de un cerebro de un paciente sano (A-C) y

de un cerebro de un paciente con la enfermedad de Alzheimer en estado avanzado (D-F)'*

Lamentablemente, el desenlace de esta enfermedad es un declive en todos los
dominios de la cognicidn, desde la pérdida de la capacidad de comunicarse, pérdida

de la memoria de largo plazo, entre otros; hasta llegar a la demencia severa.®

2.3. Primeros hallazgos y fisiopatologia del Alzheimer

El diagnéstico definitivo de esta enfermedad solo es posible en un estudio post
mortem del cerebro del paciente afectado; y el primero en realizarlo fue Alois
Alzheimer, un médico psiquiatrico y neuropatdlogo aleman, en 1907 (Figura 2a).
Este estudio el caso de una paciente de 55 afios con antecedentes de 4 anos de
demencia. Los resultados de la autopsia mostraron dos hallazgos sumamente
relevantes. El primero fue “placas seniles neuriticas” que son formadas debido a una
angiopatia amiloide en la zona extracelular, como se puede observar en la Figura

2b. El segundo hallazgo fue “ovillos microscoépicos fibrilares” en el interior de las



neuronas, los cuales hoy en dia se conocen como los ovillos neurofibrilares (Figura
2c¢). Ambos hallazgos son considerados los biomarcadores de lo que hoy se conoce

como enfermedad de Alzheimer.3#

Figura 2. Caracteristicas fisiopatologicas del Alzheimer descritas originalmente por (a)
Alois Alzheimer. Este descubrio (b) placas extracelulares, a las que llamé placas seniles y

(c) ovillos neurofibrilares en la parte externa de las neuronas.®

Posteriormente, en los afios 1980, se aislaron y caracterizaron los hallazgos de las
placas neuriticas y ovillos fibrilares. Se encontrd que las placas neuriticas consistian
en una deposicion extracelular de péptidos amiloides 3 (AB) y se detecté que los
ovillos neurofibrilares eran una agregacion intracelular de proteinas Tau

hiperfosforiladas.®'®

2.3.1. Fisiopatologia de la enfermedad

Desde el descubrimiento y caracterizacion de los biomarcadores, el principal
paradigma durante los ultimos treinta afios ha sido la explicacion acerca de la
conexioén entre los agregados proteicos ya mencionados y la sintomatologia de la
enfermedad. En la actualidad hay mas de una hipotesis que pretende dar una
explicacién congruente a este hecho, pero la mas aceptada es la hipétesis de la

cascada amiloide.?

Esta hipétesis presume que el causante del desencadenamiento de la enfermedad
es la acumulacion del péptido amiloide 3. Este compuesto es producido mediante la
ruptura de una proteina de mucho mayor tamario llamada “proteina precursora de

amiloides” (APP por sus siglas en inglés).



Se sabe hasta el momento que existen dos mecanismos de ruptura de esta gran
proteina transmembrana de 770 aminoacidos, los cuales se muestran en la Figura
3. El primero es una ruptura no amiloidogénica que utiliza las enzimas secretasas o
y v. Como resultado de la accion de estas enzimas se obtienen un polipéptido (p3) y
el dominio intracelular de la proteina APP (AICD). Ademas de no formar el péptido
amiloide B asociado al Alzheimer, se cree que estos productos de la ruptura
mediante estas enzimas podrian tener roles importantes en el desarrollo cerebral,

plasticidad sinaptica y proteccion neurodegenerativa.’'%1®

Por otro lado, se tiene la ruptura amiloidogénica, en la cual se obtiene el péptido
amiloide B, que es el precursor de la hipotesis en mencidn. En este caso se tiene
otro tipo de enzimas que generan la ruptura de la APP, las secretasas B y y. La
secretasa P se encarga del primer corte, en el dominio extracelular; seguido de la
secretasa vy, que corta el fragmento C terminal 99 (CTF99). Esto genera el péptido
AB, cuya secuencia va desde los 38 a 43 aminoacidos. Se presume que se forma el
péptido AB140 en un 90% aproximadamente, seguido del péptido ABi42 en un

99, 1,12,16

Figura 3. Procesamiento proteolitico de ruptura de la proteina APP mediante las

secretasas «, Sy y (modificado y adaptado de la referencia 1)



2.3.2. Hipdtesis de la cascada amiloide

Los péptidos amiloides B per se son péptidos que se presentan tanto en el cerebro
de un paciente sano, como en un paciente con Alzheimer. Incluso, estos cumplen
funciones fisiolégicas importantes y beneficiosas, como proteger al cuerpo de
infecciones, reparar pequefos orificios en la barrera hematoencefalica, entre
otros.’?'S Sin embargo, se estima que la sobreacumulacion y la sobreexpresion de
este péptido desencadenaria una serie de dafios neuronales, y por tanto se

convertiria en la principal causa del desarrollo del Alzheimer segun esta hipotesis.

En la Figura 4 se muestra una representacion de la llamada cascada amiloide, desde
la formacion de los péptidos AB hasta el desencadenamiento de la enfermedad de
Alzheimer. En el dominio extracelular, estos péptidos pueden encontrarse de tres
formas: asociados a la membrana (como poros oligoméricos), oligdmeros solubles y
agregados insolubles (placas amiloides).” Se presume que el menos toxico de estos
son las placas amiloides insolubles, pues se ha encontrado este tipo de placas en
cerebros de personas totalmente sanas;'? por otra parte, se tiene mayor correlacion

entre las dos primeras formas y la progresion del mal de Alzheimer."

Figura 4. Esquema de la cascada amiloide (modificado de la referencia 12)



Se conjetura que la mas toxica de las tres formas de agregados son los oligémeros
asociados a la membrana. Estos forman canales con los cuales los iones metélicos
pueden interactuar y atravesar dicha membrana, de manera que se forma una
especie de canal hidrofilico. Estos iones metalicos, como el calcio segun la Figura
4, son esenciales para el funcionamiento del cerebro, por lo que estan
minuciosamente regulados en el cerebro de un individuo sano; sin embargo, en el
cerebro de un paciente con Alzheimer, esa homeostasis se desproporciona y genera

un desequilibrio.

La presencia de estos iones metalicos en el citosol genera estrés oxidativo y
degeneracién neuronal, como se muestra en la misma figura, pero también activa
las proteasas quinasa glucégeno sintasa (GSK3) y quinasa Ca/calmodulina
dependiente (CaMIl), las cuales catalizan la fosforilacion de las proteinas
microtubulares tau. Por ello, debido a que hay un exceso de iones fosfato, se
degenera la estructura terciaria de la proteina, lo cual origina que los microtubulos
se rompan y formen ovillos neurofibrilares.'? Estos ultimos también son participes en

la degeneracion neuronal y en el deterioro cognitivo del mal de Alzheimer.

2.4. Métodos de diagnéstico

El descubrimiento y posterior estudio de los biomarcadores de una enfermedad son
de suma importancia para el desarrollo de una técnica de diagnéstico confiable.
Debido a ello, la investigacion en el diagndstico de esta enfermedad ha migrado de
pruebas fisicas o “test” psicoldgicos, al desarrollo de nuevas técnicas basadas en la
evidencia del dafio neuronal que presenta una persona con la enfermedad de
Alzheimer.®>'” Dentro de estas técnicas se puede diferenciar entre invasivas y no
invasivas, donde estas ultimas son mas estudiadas, pues tendrian menor riesgo de

complicaciones para el paciente.

En la actualidad, el diagnéstico que se realiza para determinar la ocurrencia de esta
enfermedad consiste en una serie de pruebas que identifican los sintomas claros en
el mal de Alzheimer, como la pérdida progresiva de la memoria en distintos niveles
o la pérdida de ciertos dominios del lenguaje o la comunicacion.® Sin embargo, para
que estos sintomas aparezcan, la enfermedad ya debe estar en un estado avanzado,

por lo cual las posibles terapias o tratamientos no causan efectos significativos.

Por otro lado, se puede diagnosticar también esta enfermedad con el uso de fluido



cerebroespinal; sin embargo, la obtencion de este involucra la realizacion de una
puncion lumbar o en el peor de los casos, realizando una biopsia de las fibras
cerebrales.” Ambos métodos son bastante invasivos y no brindan un panorama
preciso, pues se utilizan ensayos que no son facilmente comparables para obtener

resultados fiables y robustos.®

2.4.1. Diagnostico por PET usando radiofarmacos

Debido a estos problemas que se tenian desde hace ya varios afios, el diagnéstico
se ha decantado hacia técnicas no invasivas y de imagenes para obtener un
panorama mas completo del cerebro de un paciente. Técnicas como la Tomografia
de Emisién de Positrones (PET por sus siglas en inglés) han cobrado especial
énfasis debido a que pueden detectar los biomarcadores de AD y obtener resultados

fiables, tempranos y de manera segura.'®'®

PET es una técnica de imagen que utiliza un radiofarmaco que funciona como
radiomarcador. Este posee la caracteristica de emitir positrones que son detectados
por el equipo y permite el mapeo de la distribucidon de estas particulas en el cuerpo.
Debido al uso de radiofarmacos con alto grado de especificidad hacia ciertos
objetivos, esta técnica permite monitorear de manera segura y no invasiva a los
diversos procesos del cuerpo, como procesos metabdlicos normales o

fisiopatologias de una enfermedad.?%2"

Esta técnica se basa en la interaccion del positréon (B*), producto de la
descomposicién del radionuclido (Ec. 1), con su antiparticula, el electron (e7) (ambos
poseen la misma masa, pero signos opuestos), que se encuentra presente de forma
abundante en el medio. Dicha colision, como puede observarse en la Figura 5,
resulta en una aniquilacién, la cual libera rayos y con una energia de 511 KeV y en
un angulo de 180°. Esta energia es a su vez detectada por el anillo detector, que
puede llegar a tener hasta un metro de didmetro. Luego, este pasa por un
transductor de sefiales que convierte las coincidencias en un mapeo del organismo

del paciente.?'

mXTl N m_lyn +ﬁ+ +U EC. 1

10



Figura 5. Esquema de procesamiento y obtencién de imagenes por PET usando un
radiomarcador. El radionucleo se produce en un ciclotron médico, después de lo cual es
introducido en una molécula que se convierte en el radiofarmaco que es administrado al

paciente. Sequidamente, los positrones liberados del radiontcleo se aniquilan con los
electrones del medio para liberar la radiacion gamma que es detectada y procesada para

construir una imagen del 6rgano del paciente (esquema elaborado por el autor).

2.4.2. Diseno y caracteristicas de un radiofarmaco

Es necesario precisar que el disefio del radiofarmaco es de vital importancia para
realizar un diagnostico mediante PET. Este suele consistir en dos partes (Figura 6):
la estructura del farmaco que determina la interaccién y su destino; y el radioisétopo
emisor de positrones, que debe cumplir con ciertas caracteristicas. La estructura del
farmaco consiste en una seccion que permite el transporte y una seccioén que permite
el enlace con el radionuclido. La seccidn de transporte es vital para el disefio de un
farmaco, pues debe ser altamente especifica para interactuar con el objetivo o diana
bioldgica (que puede ser desde una enzima, receptor o antigeno, hasta un cambio
metabdlico).?° La eleccidn del radionuclido también es fundamental, pues es quien

brindara la sefial para poder ser detectada por el equipo.
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Figura 6. Representacion del disefio de un radiofarmaco para analisis por PET y su

interaccién con la molécula objetivo (modificado de la referencia 20)

En la deteccidn de Alzheimer, el uso de agentes de imagenes por PET se ha
desarrollado en gran medida gracias a que el conocimiento de la fisiopatologia de
esta enfermedad ha permitido el desarrollo de una serie de radiofarmacos que
pueden detectar las distintas etapas del declive cognitivo de este mal. En este
sentido, se han desarrollado radiofarmacos que tienen como objetivo los
biomarcadores de AD, las placas amiloides B y los ovillos neurofibrilares
hiperfosforilados tau.?? Para ello, los pro-farmacos en desarrollo para este fin de
diagnéstico deben cumplir con ciertos requerimientos, entre los cuales se

contemplan:?

Alta afinidad de unién hacia el tejido objetivo
Alta especificidad hacia el tejido objetivo
Alta sensibilidad

Alta relacion de contraste

Alta estabilidad in vivo

Baja inmunogenicidad y toxicidad

Bajo costo

O O 0O 0o o o o o

Factibilidad en la produccion

En la Tabla 1 se enlistan los principales radiofarmacos aprobados por la FDA para
la deteccidén de las distintas alteraciones en el mal de Alzheimer. En ella se observa
que los radionuclidos utilizados son principalmente el fluor-18 (F-18) y carbono-11
(C-11), los cuales poseen un tiempo de vida media bastante reducido, en
comparacion con sus isoétopos mas estables, lo cual conlleva a la necesidad de una

produccién in situ del radiofarmaco.? Ambos radioisétopos se obtienen en un
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ciclotrén, como se observa esquematizado en la Figura 5. Este radionuclido debe
ser lo suficientemente estable para poder movilizarse hasta su objetivo sin que se
genere una descomposicion considerable en otra parte del cuerpo, de forma que,
cuando se llegue al sitio de deteccion se descomponga de tal manera que emita

sefiales facilmente detectables.?

De todos los radiofarmacos enumerados en la Tabla 1, el ['®F] FDG es el mas usado
en la técnica PET para la deteccién de Alzheimer. Este farmaco posee la estructura
de la glucosa con un fluor radiomarcado que sustituye un grupo OH (Figura 7) y es
empleado para monitorear el consumo de glucosa (o en este caso de FDG) por el
cerebro, por lo cual puede ayudar a identificar cambios relacionados con AD antes
que ocurra un dafio neuroldgico.?* Sin embargo, es sabido que la glucosa viaja por
todo el cuerpo, por lo que este radiofarmaco sirve no solo para la detecciéon de
Alzheimer, sino también para monitorear distintos procesos. Esta caracteristica hace
que el FDG no sea del todo especifico, por lo que su uso para el diagndstico de

Alzheimer no es definitivo.?®

Tabla 1. Principales radiofarmacos usados en la deteccion de distintas alteraciones para el

diagndstico temprano de Alzheimer.

Nuclido Tiempo de vida Radiofarmaco Alteracién detectada
media 22,25
F-18 ~ 110 min [*8F] Flutemetamol Placas amiloides B

[*8F] Florbetapir

[*8F] Florbetaben

[*®F] Flortaucipir Ovillos tau
[*F] FDG Metabolismo de la
glucosa
c-11 ~20 min [*'C] PiB Placas amiloides

En la busqueda de otros radiofarmacos mas especificos para esta enfermedad se
estudio el PiB (Pittsburg compound B: 2-4’-[11C]-(metilaminofenil-6-
hidroxibenzotiazol) — PiB), que se une a las placas amiloides f (la estructura de este

compuesto se puede observar en la Figura 7). Este fue el primer radiofarmaco para
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la deteccion de Alzheimer en aprobarse por la FDA, y es hasta ahora el mas usado
a pesar de sus limitantes de tiempo de vida media.??> Desafortunadamente, existe un
error tanto de falsos positivos (aproximadamente del 10 — 13% en individuos sanos),
que incluye la interpretacion de otras enfermedades neurodegenerativas como
diagnastico de AD;?® como de falsos negativos, que involucra la reducida afinidad de
placas con dicho compuesto,?® por lo que esta no podria ser una prueba definitiva
en la deteccion de Alzheimer.?®> En consecuencia, otros grupos de investigacion
decidieron utilizar el F-18 como radionuclido. La FDA en la actualidad ha aprobado
una serie de radiofarmacos que también se detallan en la Tabla 1, y sus estructuras
se muestran en la Figura 7. Estos brindan una mayor especificidad, pero se sigue
teniendo como principal problema el tiempo de vida media bastante reducido del

radionuclido (~110 min).%
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[*8F] Florbetaben [18F] FDG

[*8F] Flortaucipir

Figura 7. Estructuras de los radiofarmacos representativos en la deteccion de Alzheimer

2.4.3. Evaluacion y propiedades farmacologicas de un radiofarmaco

Junto con el disefio y desarrollo de estos nuevos radiofarmacos se necesita una
exhaustiva evaluacion de su idoneidad para poder ser utilizados en el diagnéstico o
tratamiento de una enfermedad en pacientes. Ello involucra que dichos pro-farmacos

se analicen mediante una serie de estudios para determinar su viabilidad en distintas
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fases de estudios preclinicos.?” Una estrategia que se suele usar en el laboratorio
es empezar con las pruebas mas sencillas y que involucran un menor costo de
aplicacion para dicha evaluacién. Debido a ello, se empieza con ensayos analiticos
como la determinacion de su estabilidad, y con ensayos in vitro como la

determinacién de su citotoxicidad y la afinidad de unién con el objetivo terapéutico.?’

En el uso de radiofarmacos para la deteccion de la enfermedad de Alzheimer es
preciso tener en consideracion las caracteristicas biologicas y de localizacion de los
biomarcadores que se estan estudiando. Por ejemplo, se debe considerar que el
agente de imagen debe cruzar la barrera hematoencefalica para poder llegar a las
placas amiloides B. Asi, se debe realizar una serie de estudios que permitan el

analisis y viabilidad utilizando estos determinantes.

Por lo general, una de las primeras variables que se suele estudiar es la lipofilicidad,
parametro que mide la interaccién del compuesto con un lipido. La capacidad de un
compuesto de combinarse con una fase lipidica o una fase gaseosa se mide como
coeficiente de particion (P) o coeficiente de distribucién (D), que suele expresarse
como log (P) o log (D) respectivamente.?® Como se muestra en la Ec. 2, el valor de
log P esta influenciado por la polaridad (combinacién de enlaces de hidrégeno y
momento dipolar o polarizabilidad), asi como el volumen molecular e hidrofobicidad

(interaccién de un compuesto con el agua).?®

logP=aV +A Ec. 2

siendo V: volumen molecular y A: término de polaridad.

La importancia de este parametro radica en que afecta la potencia, distribucion y
eliminacion de un farmaco o sustancia en el cuerpo. Por otro lado, el incrementar la
lipofilicidad puede generar una mayor permeabiidad a la barrera
hematoencefalica.?® En este sentido, se sabe que, idealmente, el farmaco debe
mantenerse en forma neutra a pH fisiolégico, tener un logD de 2 0 3 y peso molecular
debajo de los 500 Da para poder cruzar la barrera hematoencefalica mediante

difusion pasiva.®

Otros parametros que se estudian en el desarrollo es estos nuevos radiofarmacos

son la pureza quimica, estabilidad y citotoxicidad (Figura 8). Todos estos parametros
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son también sumamente importantes en el control de calidad del radiofarmaco.
Adicionalmente, en la farmacologia, los estudios de afinidad hacia las placas
amiloides, estudios de biodistribucién y calculos de las dosis indicadas suelen ser

los principales estudios de caracterizacion.?”

4 N
® Espectros RMN . .7
« Carga neta Caracterizacion
 Coeficiente de extincion H H 4
molar In vitro eFarmacocinética
* Coeficiente de particién .
¢ Estimacién de la solubilidad = w *Estabilidad en sangre
« Rendimiento radioquimica *Afinidad de union oCitotoxicidad
« Pureza radioquimica *Absorcién celular «Estimacién de la dosis
* Actividad molar eEstabilidad en plasma
eInmunoreactividad
Caracterizacion Y Caracterizacion
radioquimica in vivo

Figura 8. Ruta del desarrollo de un radiofarmaco (modificado de la referencia 27).

2.4.4. Complejos de cobre (ll) como pro-radiofarmacos para la deteccion del

Alzheimer

En el contexto del desarrollo de nuevos radiofarmacos, la utilizacion de metales
como agentes de radiodiagnéstico se ha convertido en una alternativa, puesto que
sus radioisétopos poseen tiempos de vida media mas prolongados que los de
muchos no metales. En este marco, se vienen estudiando algunos isétopos emisores
de positrones como el Ga-68, ya que posee propiedades atractivas para su
implementacién en la técnica PET.*"32 Asimismo, se tienen los is6topos de cobre,
que también poseen la caracteristica de ser emisores de positrones como los son el

Cu-60, Cu-61, Cu-62 y Cu-64. Estos poseen un rango amplio de tl/z’ que va desde

los 9.74 minutos para el Cu-62 hasta 12.7 horas para el Cu-64.3' Este ultimo
permitiria que el radiofarmaco disefiado con este is6topo se genere de manera

remota usando un ciclotron, debido a su prolongado tiempo de vida media.

Adicionalmente, la quimica de coordinacion del cobre es bastante conocida. Dentro
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de la familia de coordinacion del cobre, se tiene Cu (1), cuya configuracion es d'%; Cu
(I1), con configuracion d® y Cu (lll), con una configuracion d®. El ultimo posee un
estado de oxidacion alto, por lo que es bastante atipico encontrar complejos con
este ion. El primero posee un estado de oxidacion inestable, dado que se
desproporciona en Cu (0) y Cu (ll). Ello conlleva que el ion mas estable resulte ser
Cu?*. Este ion puede coordinarse a 4 o 6 ligandos, por lo que las geometrias de
coordinacion mas estables son octaédrica, tetraédrica y cuadrado plano. Asimismo,
al ser un ion cuya configuracién es d° presenta el efecto de distorsion Jahn Teller, lo
cual brinda estabilidad adicional.>’ Como se sabe, el cobre es un metal de naturaleza
intermedia, segun la posicion en la Tabla Periddica, por lo cual se puede comportar
como un acido de Lewis duro y blando, por lo que es posible unirse fuertemente a

los atomos como el S, Ny O.

Dentro de los grupos de investigacion mas resaltantes en términos del desarrollo de
complejos de cobre afines a placas amiloides se tiene a aquellos liderados por Liviu
Mirica®®* y Paul Donnelly®**. El ultimo desarrolld complejos de coordinacion con
ligandos funcionalizados con el grupo estilbeno (Figura 9). Como resultado se

observo que dicho compuesto se unié selectivamente a las placas Ap (Figura 10).

Figura 9. Complejo de cobre derivatizado de Cu(ll)-ATSM funcionalizado con el grupo

estilbeno, disefiado para la visualizacion de fibrillas A 3’

Dicho analisis se realizo tifiendo el tejido cerebral de ratones genéticamente
modificados con la enfermedad de Alzheimer. En la Figura 10 se puede observar
que el cuadro izquierdo corresponde al tejido cerebral inmunoteiido con el
anticuerpo 1E8, que se une selectivamente a las placas AB. Por otro lado, se tiene
el cuadro derecho, en este, las placas amiloides del tejido cerebral se encuentran
unidas al complejo mostrado en la Figura 9. Las imagenes por fluorescencia

muestran que este complejo se une selectivamente a dichas placas, por lo que
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resulta factible el estudio de este complejo como pro farmaco en la deteccion de

placas amiloides B.%'

Figura 10. Imagenes por microscopia fluorescente del cerebro con AD. (Izquierda) tejido
cerebral tratado con el anticuerpo 1E8; (derecha) tejido cerebral tratado con el complejo
Cu-ATSM funcionalizado 3!

Asi como este complejo, se ha venido estudiando muchos otros que tienen potencial
para ser agentes de radiodiagndstico de Alzheimer mediante la deteccién de placas
ApB. La estrategia de disefio de estos complejos se puede observar esquematizada
en la Figura 11. Se puede observar que, por un lado, se incorpora un fragmento de
union selectiva a las placas AP (seccion roja). Asimismo, se puede reforzar esta
union con la ayuda de un segundo fragmento de anclaje (seccion gris). Esta
caracteristica de doble union del ligando hacia la entidad objetivo o diana bioldgica
se le llama efecto multivalente. Por otro lado, se tiene una seccién de unién al metal
(circulo azul). En esta ultima se tiende preferentemente a la eleccion de uniones

multiples o ligandos polidentados.®®

Figura 11. Esquema de las estructuras sintetizadas con la finalidad de ser agentes de

radiodiagndéstico de Alzheimer (modificado de la referencia 35).
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En este sentido, se han sintetizado una variedad de complejos con este mismo
esquema, cuyos principales fragmentos de unién selectiva a las placas AB son
grupos estilbeno, benzotiazol, benzofurano, entre otros.*? Dos de estos fragmentos
son estudiados en el presente trabajo de investigacion, el benzotiazol y el estilbeno.
Estos, ademas de poseer gran afinidad a las placas AB, poseen gran similitud en
sus estructuras. Ambos fragmentos de union poseen sistemas aromaticos rigidos
altamente conjugados y son donadores de electrones. Se tiene la conjetura de que
tanto los fragmentos funcionalizados con benzotiazol como con estilbeno ingresan
al bolsillo hidrofébico que se genera como consecuencia del empaquetamiento
estructural de las placas AB (laminas B, cuya esquematizacion se puede observar
en la Figura 12A y la visualizacion transversal se puede observar en la Figura 12B)

generando interacciones n-n entre ellos.3®

Figura 12. A) Esquematizacion de la estructura cuaternaria de las fibrillas Af1-.42. B) Modelo
atémico y de densidad electrénica obtenido por microscopia electrénica de la seccidn

transversal de las fibrillas ApB. (Modificado de las referencias 1,37)

Una caracteristica adicional de la estructura cuaternaria de las fibrillas Ap es que
dentro de dicha conformacion del bolsillo hidrofébico se encuentra mayormente
aminodacidos como cisteina, histidina, valina, entre otras (Figura 12B). Estos poseen
la caracteristica de tener en su estructura atomos de S, N y O; que a su vez pueden
competir con el ligando del pro-farmaco disefado. En la literatura se reporta que el

cobre (Il) tiene alta afinidad hacia estos residuos, como se muestra en la Figura 13."
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En dicho esquema se muestra como la histidina de las hojas beta de las fibrillas Ap,
se une al cobre acompanado de otro resto de histidina contigua, ademas de otros
residuos como acido aspartico o alanina. Esta acomplejacion del cobre con la
cadena lateral de los aminoacidos que conforman la seccién hidrofébica de las
fibrillas AB es un desafio adicional que deben superar los pro-farmacos disefiados,
pues los aminoacidos se suelen encontrar en mayor proporcién, lo cual genera una

competencia en términos de afinidad.’

Figura 13. Esquematizacion de la union de cobre (Il) con los restos de aminoacidos de las
fibrillas AS

Donnelly y colaboradores han desarrollado diversos complejos funcionalizados con
ligandos que incorporan los grupos estilbeno y benzotiazol. Cada uno de ellos ha
supuesto una mejora en cuanto a la absorcion de estos en los tejidos cerebrales,
especificidad y selectividad. Sin embargo, este tipo de complejos desarrollados aun
se encuentran en exploracion, por lo que aun se necesita desarrollar y analizar
nuevos complejos que puedan subsanar los inconvenientes mostrados en los

compuestos mencionados. 34363839

En este contexto, el grupo de investigacién en el que se enmarca esta tesis ha
logrado sintetizar diversos complejos de cobre (Il) disenados como posibles agentes
para el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer, incorporando a los grupos
estilbeno y benzotiazol. De tal forma es necesario analizar las primeras propiedades
farmacoldgicas como estabilidad cinética y termodinamica de dichos complejos el

cual es el objetivo principal de esta tesis.
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3. Marco tedrico

3.1 Objetivo general

Analizar y determinar ciertas propiedades farmacolégicas de una serie de
complejos de cobre (Cu) con potencial para ser agentes de radiodiagnéstico del

Alzheimer.

3.2. Objetivos especificos

0 Determinar la estabilidad termodinamica de una serie de complejos de Cu

(1) con ligandos organicos que incorporan el grupo benzotiazol y estilbeno.

0 Determinar la estabilidad cinética de una serie de complejos de Cu (I) con
ligandos organicos que incorporan el grupo benzotiazol y estilbeno frente a

aminoacidos de competencia como cisteina (Cys) e histidina (His).

0 Determinar la viabilidad hacia las siguientes fases de analisis de los
complejos que incorporan los grupos estilbeno y benzotiazol a partir de los
resultados de los estudios de solubilidad, estabilidad termodinamica y

cinética.
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4. Parte experimental

4.1.

4.1.1.

4.1.2.

Equipos, materiales y reactivos

Equipos y materiales

Los espectros UV fueron medidos en el espectrometro Agilent UV-Vis 8453
en un intervalo de 250 a 600 nm. Estos espectros fueron visualizados y
trabajados en el software UV-visible ChemStation version B.04.02. Este
equipo se encuentra en el Laboratorio de Analisis Instrumental ubicado en la

Seccion Quimica.

El agua ultrapura fue obtenida mediante el equipo Thermo Scientific

Branstead Nanopure que se encuentra en la Seccion Quimica de la PUCP.

La incubacién para las pruebas cinéticas fue realizada en una incubadora
Thermo Scientific modelo IGS 60.

Las mediciones de potencial de hidrégeno fueron realizadas en el

conductimetro 913 Metrohm con un electrodo medidor de pH.

Solventes y reactivos

Los solventes utilizados fueron de grado p.a. y HPLC adquiridos en JT Baker
y Merck, y agua ultrapura. Los reactivos utilizados fueron de grado analitico
y para sintesis. Los complejos utilizados fueron sintetizados en el Laboratorio
de Investigacion de Quimica Inorganica Medicinal de la PUCP, con distinto

grado de pureza.

J.T. Baker:
Acido clorhidrico concentrado (36%)
Acetona p.a.

Cloroformo p.a.
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Merck:
Buffer fosfato pH 7.4
Dimetilsulféxido DMSO p.a.

Hidréxido de sodio p.a.

Metrohm:
Cloruro de potasio 3M para mantenimiento del electrodo de pH

Solucién de calibracion amortiguadora de pH 4.00, 7.00 y 9.00.

Sigma Aldrich:
Cloruro de sodio (99,0%)

Cisteina p.a.

Histidina p.a.

4.2. Metodologia

4.2.1. Determinacion de la estabilidad de los complejos de cobre funcionalizados

con los grupos estilbeno y benzotiazol

El potencial uso de radiofarmacos en la deteccion de una enfermedad debe
determinarse mediante una serie de estudios, pues un solo parametro no es
suficiente para determinar la viabilidad de un potencial agente de imagenes o de
cualquier farmaco en general.'® Estos se sitian dentro de distintas fases tanto in
vitro, ex vivo o in vivo para evaluarlos y posteriormente utilizarlos en fases clinicas
en pacientes. Esta investigacion desarrollé los estudios de estabilidad preliminares
a las fases clinicas, los cuales son un pre-requisito para continuar con la evaluacién
de los pro-farmacos. En esta tesis se estudié la estabilidad de los complejos de cobre
mostrados en la Figura 14, donde se separ6 los complejos en 4 grupos (A, B, Cy
D).
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Los complejos del grupo A corresponden a aquellos derivados de resveratrol (que
contiene un grupo estilbeno), que poseen 4 grupos OH en su estructura. Estos se
encuentran ligados al cobre mediante atomos N y O; ademas, entre ambos atomos
de nitrégeno se encuentra una cadena alifatica de 3 o 2 carbonos proveniente de

una diamina (Figura 14, grupo A).%°

Los complejos del grupo B corresponden a aquellos derivados del estilbeno. A
diferencia del grupo anterior, este grupo de complejos posee un ambiente mas
hidrofdbico, pues no posee grupos OH, en cambio posee de dos a cuatro grupos
metoxi. Asimismo, el cobre esta unido al ligando mediante atomos N y O, y los
atomos de nitrégeno también estan unidos mediante una cadena alifatica de 2 0 3

carbonos (Figura 14, grupo B).*'

Los complejos del grupo C y D son aquellos derivados de benzotiazoles. Ademas
de los anillos benzotiazoles, ambos poseen grupos como el CHs, —Br o fert — butilo
como sustituyentes en los anillos aromaticos. Asimismo, ademas de poseer puntos
de coordinacion al cobre mediante los atomos N y O, la cadena alifatica que une a
los nitrégenos coordinantes del cobre posee 2 o 3 carbonos. La diferencia entre los
grupos de compuestos C y D radica en la posicidon relativa de los anillos
benzotiazoles, como puede ser apreciado en la Figura 14. En el anillo heterociclo
del grupo benzotiazol se encuentra en posicion orfo con respecto del oxigeno para
el grupo C, mientras que el grupo R. se encuentra en posicion para al oxigeno
(Figura 14, grupo C). Por otro lado, en el grupo D, la configuracion es opuesta, pues
el anillo benzotiazol se encuentra en posicion para con respecto del oxigeno,
mientras que el grupo R3 se encuentra en posicion orto del mismo oxigeno (Figura
14, grupo D).%2
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[Grupo A] [Grupo B]

[Grupo C] [Grupo D]

Figura 14. Complejos de cobre (ll) estudiados en el presente trabajo de investigacion
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4.2.1.1. Determinacién de la estabilidad termodinamica

Este es el primer paso en la serie de estudios que se realizaron a los complejos de
cobre, pues es lo que determina la estabilidad termodinamica o permanencia del
complejo sin disociacion significativa al ser expuesto a diversas condiciones. Para
ello, se utilizaron una serie de ensayos con la finalidad de exponer los complejos

sintetizados a diferentes condiciones, como el medio acuoso o cambios de pH.™

4.2.1.1.1. Estabilidad a pH fisiolégico

En este método se utilizd la espectroscopia UV — Vis para determinar la
estabilidad de los complejos en solucion en un determinado periodo de
tiempo. Para ello los complejos de cobre fueron disueltos en una solucién
acuosa con una concentracion del 5% de DMSO. Estos debieron llegar a una
concentracién base de 10 uM del complejo y pH 7.4. Para los complejos
menos solubles en medio acuoso, se utilizé una solucién base del complejo
de 10 uM disuelto en un 10% v/v de DMSO para CuLi- Cy CuLi;: - C 0 un
30% v/v de DMSO para CuLsz — B, CuLs— By CuLs — B. Cabe mencionar que
la disolucién se inicia con la adicion de DMSO, para luego agregarle el

componente acuoso a la solucién.

Se registré el espectro UV — Vis de las soluciones de los complejos durante
cada hora durante las primeras 8 horas (estas mediciones se realizaron por
triplicado), teniéndose como blanco una solucién buffer fosfato (PBS) a pH
7.4 con el porcentaje indicado de DMSO. La solucién del complejo se
mantuvo a una temperatura promedio de 22 °C durante el estudio
(temperatura de ambiente). El rango de medicion de longitud de onda
registrado tanto para este analisis como en los posteriores fue entre 250 y
600 nm puesto que los complejos poseen bandas de absorcién a dicha
longitud, mientras que el DMSO posee una longitud de onda minima de
medida de 265 nm.

4.2.1.1.2. Determinacion de la estabilidad en un rango de pH

En este estudio se busco obtener una curva de titulacién espectroscopica

UV —Vis a un rango amplio de pH. Para ello se realizé una titulacion del
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complejo a una concentracion base de 50 uM, 0.1 M de NaCl, pH neutro y se
titulé hacia los limites de pH establecidos (de 2 a 12). Para acidificar se utilizé
HCI 0.1 My 0.01 M gota a gota; mientras que para basificar se utilizé NaOH
0.1 My 0.01 M previamente estandarizado. Se registré el espectro UV — Vis
de cada intervalo de pH de 0.2 en un rango de 2 a 12. Al realizar la titulacion
se dejo estabilizar el pH y se registro el espectro UV — Vis en el momento. El

rango de medicién de longitud de onda registrado fue entre 250 y 600 nm.

4.2.1.2. Determinacion de la estabilidad cinética

En este estudio se utilizé también espectroscopia UV — Vis para determinar la
estabilidad de los complejos sometiéndolos a la presencia de aminoacidos que se
encuentran en alta proporcion. Para esto se utilizd una concentracion base del
complejo a 10 uM y un 5% de DMSO, usando como solvente buffer fosfato (PBS)
pH 7.4. Por otro lado, se prepard la solucion del aminoacido cisteina e histidina a

0.1 M utilizando agua ultrapura.

Se dejo incubar una mezcla de 5000:1 de aminoacido: complejo (10 mL de la
solucion del complejo y 5 mL de la solucién del aminoacido) a 37 °C por un periodo
de 24 h. Se realizé mediciones alas 0, 1, 3, 5, 8, 12 y 24 horas de la mezcla por
triplicado y se analizé el comportamiento de estas. El blanco se midié utilizando el
aminoacido 0.1 M en una solucién de PBS pH 7.4 y 5% DMSO.

Cabe mencionar que para todas las mediciones se extrajo una alicuota de 2 mL de
la solucion stock y al término de la medicion dicha alicuota se desechd. Al igual que
en los demas estudios, el rango de medicién de longitud de onda registrado fue entre
250y 600 nm.
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5. Resultados y discusion

5.1. Estabilidad termodinamica

5.1.1. Estabilidad a pH fisiolégico

Se realiz6 una variedad de pruebas para determinar la estabilidad de los complejos
de cobre (Il) en solucidon acuosa a pH fisiolégico. Para ello, primero se estudio la
solubilidad de los complejos en agua. Dentro de las primeras pruebas se encontré
que la gran mayoria de complejos estudiados fueron altamente insolubles, por lo que
fue necesario el empleo de un solvente organico aprético, como el dimetilsuléxido
(DMSO) para ayudar a promover su disolucion en medio acuoso. Se utilizd este
solvente pues es de amplio uso en las evaluaciones farmacolégicas de compuestos
poco solubles en agua.** Ademas, este solvente es de particular interés, puesto que
puede disolver complejos de gran peso molecular, como los complejos estudiados

en este proyecto, debido a su gran constante dieléctrica y polaridad.*?

Se iniciara esta seccién con los complejos funcionalizados a partir de resveratrol
mostrados en la Figura 14, grupo A. Para estos compuestos se utilizé un valor inicial
de 5% de medio organico, de acuerdo a los analisis reportados en la literatura para
complejos de estructura similar,*® lo que significa que no requieren gran cantidad de
DMSO para permanecer en solucién acuosa. El 95% remanente de la solucion se
completd con buffer fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7.4 (pH fisiolégico). Este medio
también es ampliamente usado en el ensayos biolégicos como generador de
ambiente acuoso, con la finalidad de mantener al compuesto a un pH neutro y

controlado.**

Para la determinacion de la estabilidad a pH fisiologico se estudiaron los complejos
en una ventana de andlisis de 8 horas. El resultado del estudio de estabilidad en
solucion acuosa a pH fisiolégico del complejo CuL, — A se muestra en la Figura 15,
donde se observa el comportamiento de los espectros UV — Vis de la solucién del
complejo a diferentes tiempos dentro de la ventana de estudio. También se incluye

el espectro UV — Vis del ligando libre del complejo, para efectos de comparacion.
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Figura 15. Espectros UV — Vis del complejo CulL1 — A a pH fisiol6gico

En la Figura 15 se puede observar que la primera banda de absorcion (289 nm)
presenta mayor oscilacion en absorbancia durante el tiempo de analisis. Esto
probablemente se debe a que se utiliza DMSO al 5% para solubilizar el complejo, y
este presenta una absorbancia hasta 265 nm, ademas que la banda se propaga
hasta el rango de analisis. Debido a ello, la banda mas representativa de absorcién
es aquella que se encuentra en 345 nm, que brinda un mejor panorama de la
estabilidad del complejo. La variacion de absorbancia a esta longitud de onda es
minima durante todo el periodo de tiempo analizado. Debido a ello, se llega a la
conclusion de que el complejo permanece practicamente inalterable durante las 8
horas de analisis. Este periodo de analisis es suficiente para poder conjeturar que
dicho complejo es estable a temperatura de ambiente en un medio acuoso de pH
fisiologico.

De manera analoga, se realizé el analisis del complejo CuL, — A, cuya diferencia
con el complejo anterior es unicamente la longitud de la cadena alifatica de dos
carbonos en su estructura. Los espectros UV-Vis registrados durante las 8 primeras

horas de este estudio se muestran en la Figura 16.
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Figura 16. Espectros UV — Vis del complejo CulL2 — A a pH fisiol6gico

Se puede observar que la tendencia de este complejo es muy similar a la del
complejo CuL; — A, ya que ambos poseen dos bandas de absorcion principales en
la zona UV. Ademas, en el espectro del ligando se observa una banda de menor
intensidad a 415 — 430 nm en el rango visible, debido a que su estructura y
naturaleza son bastante similares en comparacion con los espectros del complejo
CuL: — Ay su correspondiente ligando. Adicionalmente, este complejo, a diferencia
del anterior, posee un coeficiente de absortividad molar mayor que el complejo

CuL1 — A, puesto que la absorbancia maxima de este complejo es de casi 3.5 UA.

El espectro tanto del complejo (espectro de color rojo, a 0 horas), como del ligando
(espectro de color negro) poseen gran similitud a los reportados originalmente por
Gonzales.*® En el primer espectro se pueden observar dos bandas de absorcion
caracteristicas de los complejos; la primera corresponde a la banda que se
encuentra en aproximadamente 270 — 290 nm; mientras que la segunda banda se
encuentra a 345 nm. Por otro lado, la banda en 415 nm que pertenece al ligando
desaparece en el complejo. Esto resulta en que el ligando presente un color amarillo

y el complejo un color marrén verdoso.

Finalmente, a lo largo de este analisis, luego de las 8 horas de ventana, se observo
que las soluciones de los complejos en buffer PBS se mantenian estables. Esto se
ve plasmado en las curvas presentadas en la Figura 15 y Figura 16, cuya variacion

de absorbancia varia de manera muy poco significativa en el tiempo.
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Debido a lo mencionado en lineas superiores, se puede conjeturar que tanto el
complejo CuL; — A, como el complejo CuL, — A son estables en solucién acuosa a
pH fisioldgico. Por tanto, estos complejos pudieron pasar al siguiente estudio para

determinar la estabilidad en un marco mas amplio de analisis.

En segundo lugar, se realizo el analisis de los complejos del grupo B, mostrados en
la Figura 14. En ella se observa que estos complejos poseen una naturaleza
diferente a los complejos funcionalizados a partir de resveratrol. La primera
diferencia evidente es que estos complejos poseen una estructura relativamente
lineal, con ausencia de hidrégenos acidos, los cuales hacen que estos complejos
tiendan a ser mas insolubles en solucidon acuosa. Esto se comprueba con las
primeras pruebas de solubilidad de estos complejos, pues a pesar de aumentar el
porcentaje de medio organico (DMSQO) hasta en un 30%, que es el limite que se
reporta en la literatura para el estudio de complejos de estructura similar,* el

complejo no se disolvia por completo.

La segunda diferencia que se puede observar en estas estructuras es que se ha
derivatizado los estilbenos con grupos -metoxi, los cuales reducen la polaridad que
poseian los complejos derivados de resveratrol (Figura 14, grupo A). Debido a ello,
estos complejos se disuelven mejor en un ambiente altamente apolar, como el
hexano, por lo que el DMSO no es el solvente adecuado para este analisis. Sin
embargo, para la continuacion de las pruebas analiticas, no es factible usar
solventes altamente apolares como ambiente organico para la disolucion inicial del
complejo, pues estos no son miscibles con un medio acuoso. Debido a ello se puede
determinar con esta primera prueba que estos complejos (CuLs — B, CuLs4 — B,
CuLs — B) no continuan a una siguiente etapa de analisis, pues es de poca utilidad

realizar analisis posteriores con tan reducida solubilidad.

Finalmente se realizé el analisis de los complejos mostrados en la Figura 14, grupo
Cy D. Estos complejos, a diferencia de los anteriores, poseen grupos benzotiazoles,
un heterociclo aromatico, en su estructura. Estos complejos son menos solubles que
los funcionalizados a partir de resveratrol, puesto que no se encuentran grupos OH
presentes en su estructura. Los datos de solubilidad en DMSO obtenidos para estos
complejos se muestran en la Tabla 2. En ella se observa que los complejos menos
solubles (disolucién en 10% DMSO) corresponden a aquellos que poseen un grupo
tert — butilo en su estructura (CuLi0— C, CuL1: — C); ademas del complejo Culiz — D.

Estos dos primeros complejos, al poseer el grupo diferenciador como el tert — butilo
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son mas insolubles, pues este grupo es alifatico y altamente apolar. Por otro lado,
esta el complejo CuLiz— D, que pertenece al Grupo D, y posee como grupo
diferenciador a un metilo. En este complejo el grupo benzotiazol se encuentra en
posicién para al oxigeno que coordina al cobre, y el grupo metilo se encuentra en
posicién orto al enlace Cu-O. Como consecuencia, se obtiene una estructura mas
alargada; esto sumado a que posee una cadena alifatica derivada de una diamina
de tres carbonos, hace que el complejo posea mayor componente apolar y por ende
sea menos soluble que los complejos CuLs — C, CuLg— C, CuLy— Cy CuLi>—D en

este medio mayormente acuoso.

Finalmente, los complejos CuLis — D y CulLis — D resultaron ser insolubles en el
medio del estudio, inclusive con el maximo porcentaje de DMSO permitido. Debido
a esto, los complejos CuLis — D y CuLis — D fueron excluidos de este estudio de
estabilidad en medio acuoso a pH fisiologico. EI complejo CuLz — C, a pesar de
pertenecer al grupo de compuestos a analizar, no pudo estar disponible a tiempo

para completar los analisis en el momento de este estudio.

Tabla 2. Solubilidad en DMSO de los complejos del grupo C y D

Grupo Nombre Estructura Concentracion de

DMSO utilizada

Culs-C R=CHs, n=2 5%
Culs-C R=Br, n=2 5%

E_ Culs-C R=Br, n=3 5%

g Culwo-C R=C(CH3)3, n=2 10%
Culua-C R=C(CHs) 3, n=3 10%
Culi2-D R=CHs, n=2 5%

o Culiz-D R=CHs, n=3 10%

g’ Culisa-D R=Br, n=2 Insoluble

© Culis-D R=Br, n=3 Insoluble

Luego de completar el analisis de solubilidad, se realizé el andlisis de estabilidad a
pH fisiolégico. En la Figura 17 y Figura 18 se muestran los espectros del complejo

CuLsg — C y CulLio — C respectivamente, cuyos resultados son representativos del
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resto de complejos del grupo C (CuLs — C, CuLg — C, y CuLis — C) y cuyos

correspondientes espectros se encuentran en el Anexo 1 al Anexo 3.

Figura 17. Espectros UV — Vis del complejo Culs — C a pH fisiolégico

Figura 18. Espectros UV — Vis del complejo CulL 1o — C a pH fisiolégico

En estos dos conjuntos de espectros se observa que hay una banda de absorcion
conservada entre 420 y 440 nm para ambos casos. Por ejemplo, en la Figura 17 se
observa que la banda de absorcidon caracteristica del complejo CuLs — C

corresponde a 421 mn, donde al parecer hay una superposicion de dos picos de
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absorcion, mientras que en el espectro de la Figura 18 se observa que dicha banda
de absorcion se encuentra en los 413 nm. Esta banda caracteristica en todos los
complejos del grupo C se puede atribuir a una transferencia de carga metal ligando
(MLCT). El ligando posee atomos donadores de densidad electrénica mediante
enlaces o como el N y O; estos a su vez tienen orbitales ©* antienlazantes que
poseen relativamente baja energia, y; por lo tanto, se encuentran cerca de los
orbitales d del metal. Debido a ello, al excitarse se genera un salto electronico desde
los orbitales del metal hacia los orbitales antienlazantes del ligando, lo cual genera
esa banda caracteristica que en la mayoria de los complejos reportados en la

bibliografia se encuentran en el rango visible.*

Asimismo, en la zona UV (250 — 350 nm), se observa que a las cero horas hay una
banda de mayor intensidad que aquella situada entre 400 — 450 nm para los
espectros de los complejos del grupo C (CuLe—C, CuLs—C, CuLg—C, CuL1o—Cy
CuLi; — C). Esta banda intensa en la region UV posiblemente corresponda a la
transferencia de carga ligando metal (LMCT). Estas bandas, segun la bibliografia,
poseen mayor intensidad que aquellas correspondientes a MLCT, lo cual puede
corresponder al salto electrénico desde los orbitales de alta energia del ligando (que
en este caso seria del oxigeno o nitrégeno) hacia los orbitales del metal. Por lo
general esta transferencia electrénica se da en metales de alto estado de oxidacion,

pero también se pueden observar en otros, aunque con menor frecuencia.*®

Asimismo, se observa que tanto los espectros de las Figura 17 y Figura 18 poseen
bandas de similar longitud de onda. Se observa que la primera banda (en el rango
de 200 a 250 nm), al igual que en los complejos del grupo A, presenta mayor
oscilacién que la segunda banda (400 — 450 nm). Esta segunda banda de absorcion
durante el tiempo transcurrido de analisis (8 horas) se encuentra bastante
conservada, pues casi no hay oscilacién entre mediciones. Este comportamiento se
puede observar en los complejos de este grupo C (CuLs — C, CuLs — C, CuLg — C,
CuLio — C y CuL11 — C). Esta banda cae en el rango visible, por lo que le brinda el
color al complejo. Asi pues, debido a la longitud de onda a la que absorbe tanto el
complejo CuLg — C, como el CuLip — C son verdes al disolverse en DMSO. Es de
esperarse que los demas complejos del grupo C, al tener bandas de absorcion
similares, también posean colores similares. Los colores de los complejos se
muestran en la Tabla 3. Finalmente, con este analisis realizado se puede determinar

que los complejos representativos CuLg — C y CulLio — C, asi como los complejos
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CuLe—C, CuLge—C, y CuL11 — C se mantienen estables en la ventana de analisis de

8 horas en las condiciones dadas.

Tabla 3. Colores de los complejos y las bandas de absorcion a la que se le atribuye dicho

color
Complejo Aspecto del Banda ala que sele
complejo atribuye el color
Culs—-C Verde oscuro 421-429 nm
Culs—-C Verde limén 421 nm
Culs—-C Marrén verdoso 440 nm
Culo-C Verde claro 413 -421nm
Culii—-C Verde claro 429 - 433 nm
Culi2-D Gris claro 355-363 nm
CulLiz—D Gris oscuro 370 nm

Para términos de comparacién, se analizo el espectro del ligando correspondiente a
algunos complejos del grupo C (Ls— C, mostrado en la Figura 17; y Lio — C, mostrado
en la Figura 18). Se observé que varias de las bandas de absorcion que
correspondian al ligando, en presencia del metal, cambiaron su naturaleza. Por
ejemplo, las bandas que se encuentran en 320, 385 y 450 nm desaparecen del
ligando Lg — C al complejo CuLg — C. Del mismo modo, se observa un
comportamiento similar para el resto de los complejos del grupo. Estas
observaciones tienen como finalidad mostrar la diferencia entre el espectro del
ligando y el espectro del complejo, por lo cual se puede determinar que el complejo
se mantiene inalterable, puesto que el espectro del complejo durante las 8 horas, en

comparacion con el espectro de ligando, poseen bandas de absorcién distintas.

Los complejos analizados del grupo D (CuL1, — D y CuLis - D) poseen tendencias
relativamente parecidas a aquellas mencionadas para el grupo C, aunque con
ciertas particularidades, como se muestra en los espectros de la Figura 19 y Figura
20, respectivamente. De manera general, se puede observar que la banda de
absorcién de menor intensidad de los complejos CuLi, — D y CuLis - D a las 0 horas
aparece a una menor longitud de onda (355 — 360 nm) en comparacion de aquellos

pertenecientes al grupo C. Se puede observar que también estos espectros
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conservan sus sefiales durante las 8 horas de analisis. Asimismo, el espectro del
ligando posee diferencias significativas con el espectro del complejo; de este modo,
se puede conjeturar que los complejos CulLi> — D y Culis - D también son estables

a pH fisioldgico.

En suma, los complejos estudiados CulLi - A, CuL, — A, CuLe — C, CuLs — C,
CuLe—C, CuLyp — C, Cu L1 - C, CuL1z — D y CuLiz — D comparten rasgos de
estabilidad a pH fisioldgico (7.4), puesto que los espectros medidos durante este
analisis, en comparacién con el espectro a 0 horas posee una fluctuacién minima,
por lo que se concluye que dichos complejos son estables, ya que se mantienen

inalterables en estas condiciones.

Figura 19. Espectros UV — Vis del complejo Cul12 — D a pH fisiolégico
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Figura 20. Espectros UV — Vis del complejo CulL1z — D a pH fisiolégico

5.1.2. Estabilidad dentro de un rango de pH

Se realiz6é un segundo ensayo de estabilidad con la finalidad de poder determinar el
rango de pH donde el complejo formado es estable y no se disocia o descompone.
Para esto se utilizdé una solucién del complejo en KCI 0.1 M y cierto porcentaje de
DMSO (5% para los complejos del grupo A, y de 5 a 10% para los complejos del
grupo C y D, segun la Tabla 2). La finalidad de la sal utilizada es incrementar la
fuerza idnica de la solucion. Luego de ello, se tituld espectroscdpicamente hasta un
pH acido y basico (usando HCI 0.01 M y NaOH 0.01 M respectivamente y
normalizados). El rango de pH de estudio en esta prueba fue de 2 a 12

aproximadamente.

En la Figura 21 se muestran los espectros UV medidos en la titulacion del complejo
CuL: - A. En dicha figura, el primer espectro mostrado (linea negra continua)
corresponde al inicio de la titulacion, donde el complejo se encuentra a un pH de
7.21. Al aumentar el pH del medio, las bandas de absorbancia maxima del primer
espectro (linea negra continua), que se encontraban a 288 y 345 nm, se desplazaron
ligeramente a la derecha, hasta llegar a las longitudes de onda de 307 y 363 nm
respectivamente a un pH de 12.0 (linea celeste discontinua), lo cual corresponde a
un desplazamiento batocrémico (también llamado desplazamiento hacia el color
rojo), o hacia mayores longitudes de onda. Ademas, se observa que los espectros

poseen valles mas profundos, lo cual genera que los picos posean mayor definicién.
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Este cambio de tendencia del espectro, al ir formandose valles mas profundos y
picos mas pronunciados se observa a partir de un pH de 10 (linea verde
discontinua). Esto se debe probablemente a la desprotonacién de los grupos -OH
que presenta la estructura, lo cual genera que el compuesto se estabilice y genere
especies de resonancia. Esto genera que haya un desplazamiento hipercromico de

la longitud de onda de maxima absorbancia.

Figura 21. Espectros UV — Vis del complejo CulL1 - A en un rango de pH desde 2.96 hasta
12. Las flechas rojas corresponden al desplazamiento de las sefales de pH neutro a pH

basico.

Por otra parte, en un medio mas acido (migrando hacia pH 2.96) se observa que las
bandas pertenecientes a 280 y 340 nm, sufren cambios en su absorbancia; la
primera banda aumenta su absorbancia y la segunda practicamente desaparece
(este comportamiento se observa desde un pH de 3.81). Ello puede significar que a
partir de ese pH (3.81) puede haber un cambio en la estructura, como lo es la
disociaciéon del metal, dando pie a la liberacién del ligando. Comparando el espectro
del complejo CuL; — A a un pH de 2.96 con el espectro del ligando (Figura 22),
ambos espectros poseen grandes similitudes en la longitud de onda de maxima
absorcion y la forma del espectro, lo cual confirmaria esta hipétesis de disociacion

del complejo a ese pH.
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Figura 22. Espectros UV — Vis del complejo CuL1 — A a pH 2.96 y el ligando L1 — A libre

Debido a lo mencionado, se puede inferir a partir de estos espectros que el rango
de estabilidad de este complejo CuL: — A es de 4 a 12. Este es un rango bastante
amplio de estabilidad, pues simulando escenarios del ingreso de un complejo en el
cuerpo, este rango implica que no se perderia la estructura aun atravesando por una
serie de tejidos, pues el pH del torrente sanguineo y la mayoria de los sistemas

biolégicos del organismo oscila entre 6 y 8 (con excepcién de los jugos gastricos).

Finalmente, con referencia a la apariencia fisica de los complejos en soluciéon
acuosa, se observa que este complejo precipita totalmente a pH muy acidos, y se
observa una pelicula de color marrén verdoso en el fondo del recipiente. Esto puede
deberse a que se ha disociado el metal del ligando, dando pie a la sedimentacion

del metal o de un compuesto desconocido de este.

En la Figura 23 se muestran los espectros de la titulacién espectrofotométrica del
complejo CuL, — A. Se observa un comportamiento similar, con la forma de
espectros y tendencia parecidas con respecto del complejo CuL; — A. Incluso
también a un pH bastante acido (alrededor de pH 3) se observa que la forma del
espectro cambia siguiendo la misma tendencia. Asimismo, se analizé este espectro
a pH acido con el espectro del ligando y guardan la forma de la curva, por lo que
también se puede concluir que, a pH acido, el metal se disocia del ligando y se
observa el espectro de este. Analogamente, a pH sumamente basico hay un

desplazamiento de la sefal hacia absorbancias mayores, por lo que se puede inferir
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que también hay estabilizacion del complejo. Debido a lo mencionado, se puede

concluir que este complejo es estable en un rango de pH entre 3y 12.

Figura 23. Espectros UV — Vis del complejo CulL:z - A en un rango de pH desde 2.10 hasta
12

En segundo lugar, se analizaran los espectros de los compuestos de los grupos C y
D. En la Figura 24 se muestran los espectros colectados correspondientes al
complejo CuLe — C en un rango de pH de 2 a 12. Un aspecto singular en el estudio
de este complejo fue el pH obtenido al disolver en un medio de KClI, que fue de 5.97,
lo cual significa que se encuentra en un ambiente levemente acido. Asi, al agregarle
la primera gota del titulante acido, se observa que la absorbancia maxima disminuye
significativamente (ver flecha roja en la Figura 24). Esto ocurre por la relativa
precipitacion del complejo, con lo cual el croméforo posee una menor concentracion
en la solucion. Bajo esta misma linea, al reducir el pH de manera controlada (cada
0.4 unidades) hasta un pH de 2.18; es decir, un entorno mucho mas acido, aparece
una banda de absorcién a 370 nm (ver circulo rojo de la Figura 24). El espectro que
se obtiene a este pH guarda una gran similitud con el espectro del ligando L - C
(mostrado en el Anexo 1), por lo que podria concluirse que a este pH el ligando se
ha protonado y se ha separado del metal. Esto a su vez puede generar que el metal
se disocie completamente de los demas sitios de coordinacién y quedar como metal

y ligando libre.
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Figura 24. Espectros UV — Vis del complejo CuLs — C en un rango de pH entre 2.18 y
11.98

Asimismo, al migrar hacia pH mas basico; es decir, al agregarle gradualmente
NaOH, se observa que en las primeras mediciones se obtiene un espectro muy
similar que en entornos acidos. Esto concuerda con la leve precipitacién también
observada al agregarle cierta cantidad de gotas de base. Sin embargo, este
sedimento desaparece al seguir basificando la solucion; esto probablemente se
deba a que el ligando libre ha sido desprotonado por la base, debido a la presencia
de hidrégenos acidos, lo cual incrementa su polaridad, y por ende su solubilidad. La
diferencia de este complejo y los complejos CuL;— Ay CulL,— A es que en el primero
no hay presencia de OH en su estructura, por lo que no se puede pensar que a pH
basico el complejo se estabiliza. Esto pues, debido a que no hay una carga negativa

del complejo que se ve estabilizada por algun fendmeno de resonancia.

Seguidamente, se tiene el analisis del complejo CuL > — D. Como se puede observar
en la Figura 25, los espectros UV — Vis colectados para dicho compuesto se
mantienen practicamente inalterados en todo el rango de pH trabajado, confirmando
la gran estabilidad de este compuesto en medio acuoso a pesar de los cambios
pronunciados de pH (2 — 12). Cabe resaltar que este rango de pH es bastante util

para determinar si son estables en medios acidos y basicos, puesto que el cuerpo
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posee entornos de acidez o basicidad en un rango de pH de 6 a 8 en la mayoria de

los sistemas.

Figura 25. Espectros UV — Vis del complejo CulL12 - D en un rango de pH de 1.92 a 11.98

Asimismo, esta tendencia de estabilidad mostrada para el complejo CuLi2, — D se
presenta en otros complejos, como CulLg — C, CuLg — C, CuL1; — C, y CuLis — D,
cuyos correspondientes espectros se encuentran en el Anexo 4 al Anexo 7. En ellos
se puede notar que no hay una tendencia pronunciada de pérdida de absorbancia
al agregar las primeras gotas de acido o base. Esto significa que dichos complejos
no precipitan de manera abrupta, como le ocurre al complejo CuLs — C, mostrado en

la Figura 24.

Finalmente, el complejo CuL 1o — C tuvo menor solubilidad en comparacién con todos
los demas compuestos estudiados del grupo C y D. Empiricamente, este complejo
precipitdé al agregarle unas gotas de acido y base, por lo que no fue posible
determinar el rango de estabilidad en este caso. Este complejo posee como grupo
diferenciador un tert — butilo y la amina precursora de este ligando posee dos
carbonos. Debido a ello, el ambiente es relativamente mas apolar que los otros
compuestos estudiados, por lo que precipitaria en el medio con ligeros cambios de
pH.

En la Tabla 4 se muestra los rangos de pH donde este estudio ha determinado que

los complejos son estables en solucion acuosa. Se observa, que, si bien el valor
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minimo difiere, los valores maximos se mantienen constante hasta un pH de 12. En
los complejos CuL;— Ay CuL,— A se observa que hay una tendencia a la disociacion
del complejo y formacion del ligando, asi como en el complejo CuLs — C, a pH
bastante acidos. Sin embargo, el rango de estabilidad se mantiene cuando el
complejo no se expone a entornos sumamente acidos; debido a ello, la ventana de
analisis es un poco mas corta que en los demas complejos, pero es suficiente para
poder determinar que todos los complejos estudiados poseen gran estabilidad al

someterlos a entornos fisiolégicos de acidez o basicidad.

Tabla 4. Rango de pH donde los complejos se mantienen estables en solucién acuosa

Complejo Rango de pH donde el complejo se
mantiene estable en solucién

acuosa

Cul.—-A 4-12
Cul.-A 3-12
Culs—C 3-12
Culs—C 3-12
Culs-C 3-12
Cului-C 3-12
Cul2-D 2-12
Culiz—-D 3-10
5.2. Estabilidad cinética

El tercer analisis realizado para determinar la estabilidad de los complejos
mostrados en la Figura 14 es el estudio de la estabilidad cinética. En este estudio se
utilizaron dos aminoacidos que se comportan como posibles ligandos de
competencia en sistemas bioldgicos, la cisteina (Cys) e histidina (His). La estructura
de los compuestos y demas propiedades importantes se muestran en la Tabla 5.
Como caracteristicas generales se puede observar que la cisteina es un aminoacido
esencial que posee un grupo tiol como resto. El carboxilo es el grupo mas acido (pKa
de 1.71). Esto significa que a pH 7 el compuesto se encuentra desprotonado y
cargado. Por otro lado, se tiene la histidina, que es un aminoacido de gran

abundancia en el cuerpo y posee un peso molecular casi similar a la cisteina, pero
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a diferencia de ella, posee un anillo imidazol unido al carbono que se encuentra en

la cadena central del compuesto.

Tabla 5. Informacién de los aminoacidos utilizados en el estudio de la estabilidad cinética

Compuesto Cisteina (Cys) Histidina (His)
Estructura @] 0O
HS OH </N I OH
NH, HN NH;
Peso molecular 121.15 g/mol 155.15 g/mol
Solubilidad 0.27 g/mL 0.045 g/mL
pKa1 (COOH) 1.71 1.78
pKa2 (NH2) 8.33 8.97
pKa (cadena lateral) 10.78 5.97

Se utilizé6 estos compuestos debido a que en sus restos poseen grupos tiolato y
anillo imidazol, ricos en atomos de S y N. Adicionalmente, estos compuestos se
encuentran en gran proporcion dentro de las proteinas del cuerpo, por lo que, al ser
tan afines al cobre, podrian desplazar a los ligandos de los complejos estudiados y
generar una coordinacion con el metal, lo que significaria una descomposicion del

pro-farmaco.

Se analizaron los complejos usando las condiciones mostradas en la Tabla 6,
ademas de la concentracion de DMSO mostrada en la Tabla 2. Se incubaron los
complejos en presencia de aminoacido en proporcion cercana a 5000:1
aminodacido: complejo con la finalidad de generar un entorno abundante en el
aminodcido, y asi simular el entorno que el compuesto tendra al ingresar al torrente
sanguineo. También, se utilizé6 un ambiente controlado en temperatura y humedad,
pues 37 °C es la principal temperatura de cultivo de sistemas biolégicos. Se midieron
los espectros de los complejos durante las 0, 1, 3, 5, 8, 12 y 24 horas, completando
asi 24 horas de analisis. Adicionalmente, el espectro del aminoacido libre se midié
como referencia (el blanco se representa con una linea continua negra en todos los

grupos de espectros que se mostraran a continuacion).
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Tabla 6. Condiciones de anélisis de los complejos estudiados

Condiciones
Tiempo de analisis 24 horas
Temperatura de la 37°C
incubadora
Humedad relativa 80 %
Concentracién del 10 uM
complejo
Ventana de medicién 250 - 600 nm
Concentracion del 0.1M
aminoacido

Los espectros obtenidos en el estudio de estabilidad cinética del complejo CuL: — A
se observan en la Figura 26. En los espectros obtenidos a las 1, 3, 5, 8 y 12 horas
del estudio se observa que el compuesto CuL; — A se mantiene presente en el
medio, debido a la presencia de las bandas de maxima absorcion del complejo a
280 y 340 nm. Sin embargo, a las 24 horas es notable el cambio drastico sufrido en
el espectro de la muestra; en este las bandas de absorcion caracteristicas del
complejo desaparecen definitivamente, quedando asi solo una banda de absorcion
a 260 nm. Este espectro muestra mucha mayor absorbancia que los demas, ademas
de tener una forma totalmente diferente. Una observacion particular fue el espectro
obtenido al inicio del estudio, que muestra picos de absorcion a 280, 340 y 420 nm,
muy similares a los del ligando L1 — A libre, mostrado en la Figura 15, linea negra.
Debido a ello se puede concluir que hay evidencia de la presencia del complejo
durante todo el analisis, ademas de la aparicion y crecimiento de la banda a 340 nm,
que puede indicar la apariciéon de una especie de naturaleza desconocida a las 24

horas con un pico de absorcién maximo a 260 nm.
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Figura 26. Espectros UV — Vis del complejo CuL1 — A en presencia de cisteina durante las

primeras 24 h de analisis

En la Figura 27 se muestran los espectros obtenidos del complejo CuL; — A incubado
en cisteina durante 24 horas. Se puede observar que los espectros del complejo
entre 0 y 12 horas guardan similitud entre si. Tomando como referencia el espectro
del complejo CulL, — A, a pH fisiolégico mostrado en la Figura 16, se observa que
guarda concordancia tanto en longitud de onda como en amplitud de la sefal (la
absorbancia mostrada en la Figura 27, a 275 nm, se ve incrementada debido a que
se tiene que adicionar la absorbancia del aminoacido libre). Finalmente, a las 24
horas, se observa que hay un cambio en la tendencia de absorbancia del complejo,
por lo que se puede conjeturar que se ha disociado y generado otro compuesto de

estructura no conocida (no se observé formacion de precipitado).

La diferencia entre el complejo CuL: — Ay CuL, — A radica en que el primero posee
una diamina precursora de tres carbonos en su estructura, mientras que, en el
segundo, la amina posee dos carbonos. En el primer caso, los dos N y el Cu forman
un anillo de seis miembros con la cadena alifatica, mientras que en el segundo caso
estos mismos atomos forman un anillo de cinco miembros. Este ultimo entonces
deberia formar un anillo de coordinacién mas rigido con el Cu, y por ende ser menos
susceptible a la descoordinacion del atomo central. Sin embargo, no se observa una
diferencia significativa en el comportamiento de estos dos complejos dentro de las

12 primeras horas del estudio.
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Figura 27. Espectros UV — Vis del complejo CuL 2 - A en presencia de cisteina en una

ventana de 24 horas

Los espectros UV — Vis mostrados en las Figura 28 y Figura 29 corresponden al
estudio de los complejos CuLs — C y CuLs — C, respectivamente, en presencia de
cisteina; estos conjuntos de espectros son representativos a aquellos complejos del
grupo C. Para el complejo CuLs — C se puede observar que el espectro de linea
continua roja, correspondiente al tiempo de 0 horas, es congruente con el espectro
del complejo a pH fisiolégico (ver Anexo 1). Los espectros a 1, 3, 5, 8 y 12 horas
guardan caracteristicas similares, pues siguen la misma tendencia y picos de
maxima absorbancia, que a su vez guardan congruencia con el espectro del
complejo medido a pH fisiolégico. Finalmente, a las 24 horas se observa una caida
abrupta de absorbancia en todo el rango de andlisis, con excepcién de la banda a
261 nm, ademas de un aumento de la linea base. Este proceso puede deberse a la

precipitacién del complejo, y esta banda puede pertenecer al aminoacido cisteina.

Del mismo modo, los espectros del estudio del complejo CuLs — C son mostrados
en la Figura 29. Este complejo, en las primeras 12 horas de analisis conserva la
tendencia en sus sefiales, que a su vez es similar a la tendencia del complejo a pH
fisiologico (ver Figura 17, linea roja). De manera similar que el anterior complejo se
observa que a las 24 horas de estudio parte de las bandas que se presentaban en
las anteriores curvas desaparecen, lo cual se puede atribuir nuevamente a la

precipitacion del complejo o a su descomposicion.
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Figura 28. Espectros UV — Vis del complejo CulLs — C en presencia de cisteina durante las

primeras 24 h de analisis

Figura 29. Espectros UV — Vis del complejo CulLs — C en presencia de cisteina durante las

primeras 24 h de analisis

Para una comparacion de tendencias en los complejos estudiados, se muestran los
espectros obtenidos del estudio del complejo CuL12 — D en la Figura 30. De acuerdo
con lo observado y discutido se puede concluir que el tiempo que los complejos
CuLe—C, CuLg—C, CuLg—C, CuL10— Cy CuL11 — C (cuyos espectros se muestran
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en los Anexo 8 al Anexo 10) se mantienen estables debido a que la tendencia de las
curvas en los tiempos analizados varia de manera que los dos primeros permanecen
estables durante al menos 12 horas y los tres ultimos disminuyen el tiempo en el

cual se mantienen inalterados.

Una observacién importante que cabe mencionar en este estudio es el fendmeno de
precipitacion de las mezclas estudiadas de los complejos incubados en cisteina. Se
observa que al término del analisis (24 horas) los complejos del grupo C presentaban
turbidez y sedimentacion en el fondo del recipiente, por lo que se puede inferir que
posiblemente la caida de absorcion de las bandas caracteristicas de estos grupos
de complejos se deba a la precipitacidon de estos. Esto fue aun mas evidente en los

complejos estudiados del grupo D, como se discute a continuacion.

Los espectros UV — Vis mostrados en las Figura 29 y Figura 30 corresponden al
estudio de los complejos CuLi2 — D y CuLiz — D, respectivamente, incubados en
presencia de cisteina durante 24 horas de andlisis. En el caso del complejo
CuL1> — D se observa una marcada caida de la absorbancia en la banda a 350 nm
en la primera hora del analisis, lo cual se explicaria por la marcada precipitacion del
complejo observada después de este tiempo. Sin embargo, el compuesto que queda

disuelto pareceria mantenerse constante incluso hasta las 24 horas del ensayo.

En el caso del estudio del complejo CuLis — D (Figura 31), a pesar de observarse
también una caida en la absorbancia después de la primera hora debido a la
precipitacidon, se observa que lo que queda en solucion se mantiene constante por
las 8 primeras horas del ensayo. Sin embargo, en la curva mostrada a 24 horas se
observa la formacion de una nueva senal (indicada con la flecha roja) a una longitud
de onda de 320 nm. Esta aparicion puede deberse a la formacion de un compuesto
nuevo, lo cual significaria que el ligando pudo haberse disociado del metal y haber
formado un complejo con cisteina, cuya longitud de onda se encuentra en dicha
zona. Cabe mencionar que la banda sefalada a las 24 horas no guarda relaciéon con
el ligando, por lo que no podria ser asignada al ligando libre. Finalmente, en la Tabla

7 se enlista el rango de estabilidad de los complejos estudiados.
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Figura 30. Espectros UV — Vis del complejo CuL 12 — D en presencia de cisteina durante las

primeras 24 h de anaélisis

Figura 31. Espectros UV — Vis del complejo CuLi3z — D en una ventana de 24 horas frente a

cisteina

50



Tabla 7. Resumen de el intervalo en el que los complejos estudiados se mantienen

estables en presencia de cisteina

Complejo Rango de estabilidad
Cul.-A 12 h
Cul:-A 12 h
Culs—-C 12 h
Culs—-C 12 h
Culs—-C 6h
CulLwo—-C 6h
CuLi2—-D Precipita de manera considerable
Culiz—-D Precipita de manera considerable

Otro aminoacido empleado en las pruebas de estabilidad cinética de los complejos
de cobre (ll) fue la histidina (His). De la misma forma que con la Cys, se incubo cada
complejo del grupo A, C y D en una proporcion de 5000:1 complejo: histidina y se

realizé mediciones por triplicado.

La Figura 32 muestra el comportamiento del complejo CuL, — A en presencia de
histidina durante las 24 horas de analisis. Se puede observar que este complejo
posee muy poca variabilidad en sus sefales, por lo que los espectros estan bastante
conservados entre si durante este rango de analisis. Este comportamiento es
representativo de los complejos del grupo A (los correspondientes espectros del
estudio de CulL, — A se encuentran en el Anexo 11), por lo que se puede inferir que
tanto el complejo CuLi — A como el complejo CuL. — A se mantienen estables en un

entorno rico en histidina durante las 24 horas de analisis.
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Figura 32. Espectros UV — Vis del complejo CulL: - A en presencia de histidina en una

ventana de 24 horas

En la Figura 33 se muestran los resultados del analisis realizado del complejo
CuLe — C en presencia de histidina. A diferencia del complejo CulL; - A, en este caso
se observa que las sefales y sus absorbancias van cambiando progresivamente con
el tiempo, y que a las 24 horas el espectro ha cambiado por completo. La tendencia
es congruente con los espectros de los complejos mostrados anteriormente en el
estudio con Cys, donde se observa una reduccion significativa de la absorbancia
maxima. Estos espectros demuestran que la estabilidad del complejo en presencia
de histidina es constante durante un periodo de 5 horas. Esta tendencia de
estabilidad cinética es representativa para los complejos CulLs — C, CulLg — C,
CuLio— C y CuLy2 — C, cuyos correspondientes espectros se encuentran en los

Anexo 12 al Anexo 16.
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Figura 33. Espectros UV — Vis del complejo CulLs - C en presencia de histidina en una

ventana de 24 horas

Finalmente, los espectros del complejo CulLiz — D medidos durante 24 horas se
presentan en la Figura 34. De manera similar que en los compuestos expuestos en
parrafos anteriores la estabilidad cinética se mantiene constante, en este caso,
durante por lo menos 5 horas. Sin embargo, a 24 horas se observa que el complejo
cambia de patron de sefales, pues se observa que aparece una banda de absorcion
a 330 nm. Esta banda no guarda concordancia con la banda del complejo o del
ligando libre, por lo que se puede inferir que dicho complejo se disocia y forma un
compuesto de naturaleza desconocida con histidina. Finalmente, en la Tabla 8 se

enlista el rango de estabilidad de los complejos estudiados frente a este aminoacido.
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Figura 34. Espectros UV — Vis del complejo CulL13z — D en una ventana de 24 horas frente a

histidina

Tabla 8. Resumen de el intervalo en el que los complejos estudiados se mantienen

estables en presencia de histidina

Complejo Rango de estabilidad
Cul:-A 24 h
Cul-A 24 h
Culs—C 3h
Culs—-C 1h
Culs—-C 5h
Culw-C 3h
Culiz-D 5h
Culiz-D 5h

En comparacion, las tendencias de estabilidad de los complejos analizados frente a
cisteina e histidina son relativamente similares, donde los complejos que presentan
estabilidad por un tiempo mas prolongado son CuL; — Ay CuL, — A en presencia de
ambos aminoacidos. Sin embargo, se observa que en presencia de cisteina los
complejos del grupo A presentan cambios antes de las 24 horas, mientras que en

presencia de histidina se mantienen inalterados durante todo el analisis.

Los complejos del grupo C y el complejo CuL12 — D muestran un escenario contrario
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al descrito en el parrafo anterior. Estos compuestos presentan mejor estabilidad

cinética en presencia de cisteina en comparacién con histidina.

Finalmente, el complejo CulLiz — D precipita levemente tanto en presencia de
cisteina (6h) como histidina (5h). Posterior a ello, se observa que a las 24 horas el
espectro del complejo cambia y genera una banda de absorcién aproximadamente
entre 320 y 330 nm. Se puede observar en la Figura 35 en el tiempo limite de
estabilidad los espectros poseen gran similitud, por lo que se puede comprobar que
predomina la precipitacion del complejo en ambos casos frente a la formacion de un

compuesto desconocido.

Figura 35. Espectros UV — Vis del complejo CulL1z — D en presencia de cisteina e histidina
en condiciones iniciales (0 horas) y al limite de estabilidad (5 horas para histidina y 6 horas

para cisteina)

En base a estos resultados, algunos complejos mostraron ser lo suficientemente
estables tanto cinética como termodinamicamente, pues se analizé varios
escenarios donde estos complejos podrian disociarse para dar paso a la
precipitacion y el ligando libre, o la formacién de nuevos complejos. En resumen, el

panorama general del estudio de estabilidad se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resumen general del estudio de estabilidad de los complejos

Solubilidad en Estabilidad en pH Estabilidad en un Estabilidad cinética Estabilidad cinética
DMSO fisiolégico rango de pH usando cisteina usando histidina

CuL:-A 5% Estable 3.20-12 12 h 24 h

Cul-A 5% Estable 2.89-12 12 h 24 h

Cul;-B Insoluble - - -

Culs-B Insoluble - - -

Culs-B Insoluble - - -

Culs-C 5% Estable 3.04-12 12 h 3h

Culs-C 5% Estable 235-12 12 h 1h

Culs-C 5% Estable 2.14-12 6h 5h

CulLwo—-C 10% Estable 2.38-12 6h 3h

CuLun—-C 10% Estable Precipita - -

CuLi2—-D 5% Estable 1.92-12 Precipita 5h

CulLiz—D 10% Estable 2.64-10 Precipita 5h

Culisa—-D Insoluble - - - -

Culis—D Insoluble - - - -
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De toda la informacion detallada se puede extraer que los complejos derivados de
resveratrol (Grupo A) fueron los que tuvieron mejores resultados, pues son solubles
en un entorno casi totalmente acuoso, permanecen estables tanto a pH fisioldgico,
como en un rango bastante amplio de este. Ademas, son estables cinéticamente en

ambientes con una alta presencia de ligandos con buena afinidad hacia el cobre.

También se tiene que algunos de los complejos derivados de benzotiazol no son
solubles en ambientes acuosos, ni aun con una presencia de 30% DMSO, como lo
son el CuLs — D y CuLys — D. Asimismo, el rango de pH en el que los complejos
permanecen estables es de 4 a 12, siendo este intervalo suficiente para determinar

ciertos aspectos de la estabilidad termodinamica de los complejos.

Finalmente, al incubar los complejos con aminoacidos como cisteina o histidina, se
observé que las tendencias de estabilidad se mantienen en ambos analisis, pero la
ventana de tiempo que se mantuvo estable difirié en ambos. Probablemente debido

a una mayor afinidad hacia histidina, en comparacion con cisteina.
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Conclusiones

0 Se logré determinar la solubilidad de los complejos funcionalizados con
estilbeno y benzotiazol. De estos se obtuvo que aquellos derivados de
resveratrol son los mas solubles, seguidos de aquellos derivados de
benzotiazol. Por el contrario, los complejos derivados de estilbeno, que

poseen un grupo metoxi en su estructura fueron totalmente insolubles.

0 Se logro determinar la estabilidad termodinamica a pH fisiolégico de los
complejos funcionalizados con resveratrol y benzotiazoles. Este analisis
arrojé que, en una ventana corta de 8 horas de andlisis, los complejos se

mantienen estables y con escasa precipitacion.

0 Se logré determinar la estabilidad termodinamica en un intervalo de pH para
estos compuestos. Se obtuvo que los complejos Cul, - A, CulL, — A, CuLes —
C, CuLg — C, CuLg — C, CuLyo — C, CuLi2 — D y CuLiz — D se mantienen
estables en un rango amplio de pH (de 4 a 12), por lo que pueden resistir

entornos de cambios de pH en el torrente sanguineo.

o0 De los complejos estables termodinamicamente se llegd a la determinacion
que en entornos altamente basicos (pH ~ 12) los complejos que poseen
grupos — OH en su estructura se estabilizan en gran medida. Por el contrario,
cuando se tiene un entorno altamente acido, el complejo se disocia y

promueve la liberacién del ligando y seguida de la precipitacion del metal.

0 Se logré determinar la estabilidad de los complejos estudiados frente a
ligandos de competencia como cisteina e histidina. Nuevamente, los
compuestos mas estables fueron el CuL; — Ay el CuL, — A (de 12 a 24 horas
de estabilidad). En otros casos como CuLg — C, CuLgs — C y CuLg — C se

observé la disociacién del complejo en periodos entre las 3 y 12 horas.
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7. Recomendaciones

0 Se recomienda continuar con los estudios de estabilidad de los complejos
funcionalizados a partir de resveratrol y benzotiazoles. En el primer grupo de
complejos se observé que la solubilidad es bastante 6ptima, por lo que se
pueden realizar mas estudios de estabilidad en medios de cultivo o medios

simulados de sangre.

0 Se recomienda seguir con las pruebas de citotoxicidad, afinidad a placas
amiloides y la determinacién de la constante de formacion de todos los

complejos analizados.

0 Se recomienda elaborar un método HPLC para determinar la pureza, con
miras a la proxima etapa de radiomarcado. Las columnas por utilizar mas
convenientes para este analisis podrian ser RP — 18 o RP — 8, debido a que
poseen fases estacionarias apolares y son ampliamente usadas en la

bibliografia.
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9. Anexos

Anexo 1. Espectros UV — Vis del complejo CulLe — C a pH fisiolégico

Anexo 2. Espectros UV — Vis del complejo CuLg — C a pH fisiolégico

65



Anexo 3. Espectros UV — Vis del complejo CulL11 — C a pH fisiolégico

Anexo 4. Espectros UV — Vis del complejo CulLs — C en un rango de pH desde 2 hasta 12
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Anexo 5. Espectros UV — Vis del complejo CuLe — C en un rango de pH desde 2 hasta 12

Anexo 6. Espectros UV — Vis del complejo CuL11 — C en un rango de pH desde 2 hasta 12
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Anexo 7. Espectros UV — Vis del complejo CuL13 — C en un rango de pH desde 2 hasta 12

Anexo 8. Espectros UV — Vis del complejo CulLo — C en una ventana de 24 horas frente a

cisteina
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Anexo 9. Espectros UV — Vis del complejo CuLio — C en una ventana de 24 horas frente a

cisteina

Anexo 10. Espectros UV — Vis del complejo CuL11 — C en una ventana de 24 horas frente a

cisteina
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Anexo 11. Espectros UV — Vis del complejo CuL1 - A en una ventana de 24 horas frente a

histidina

Anexo 12. Espectros UV — Vis del complejo Culs — C en una ventana de 24 horas frente a

histidina
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Anexo 13. Espectros UV — Vis del complejo CulLo — C en una ventana de 24 horas frente a

histidina

Anexo 14. Espectros UV — Vis del complejo Cul10 — C en una ventana de 24 horas frente a

histidina
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Anexo 15. Espectros UV — Vis del complejo CulL11 — C en una ventana de 24 horas frente a

histidina

Anexo 16. Espectros UV — Vis del complejo CuL12 — D en una ventana de 24 horas frente a

histidina
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