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RESUMEN

En este trabajo se presenta la sintesis de un nuevo complejo de plata(l) por la reaccién
directa de su i6n metalico con el farmaco cloroquina, esto es una “metalocloroquina®, su
caracterizacion mediante andlisis elemental, espectroscopia infrarroja (FT-IR), resonancia
magnética nuclear de Bc y 5N en estado sélido (CP/IMAS RMN), espectrometria de masas

de alta resolucién (FT-ICR), y conductividad iénica en DMSO.

La estequiometria encontrada por andlisis elemental corresponde a la forma AgCQNO,, que
supone la posibilidad de un dimero o un polimero. Los estudios por las técnicas
espectroscépicas y la conductividad en DMSQ favorecen la formacidén de un polimero con
iones nitrato fuera de la esfera de coordinacion. Los resultados obtenidos por FT-IR y
CP/MAS RMN muestran la coordinaciéon de los iones Ag(l) a través de los nitrégenos
quinolinico N, y trialquilaminico N,, mientras que los estudios por FT-ICR muestran la
formacién de especies CQAgCQ" durante la fragmentacion, 1o que favorece una estructura

poiimaérica de tipo cabéza-tabeza.

Los ensayos de actividad biolégica contra bacterias gram positivas y gram negativas
muestran que la bioactividad de las sales de plata(l) se conserva en el complejo AGCQNO;
bajo las condiciones de estudio, y que su mecanismo de accién antimicrobial seria
semejante al de muchos compuestos antimicrobiales de plata, donde el complejo actia

como liberador de iones bioactivos de Ag(l).



CAPITULO I:
INTRODUCCION

La Quimica inorganica medicinal es una rama relativamente joven de la Quimica
bioinorganica, pero con un crecimiento exponencial debido a éxitos espectaculares como el
cisplatin para el tratamiento de céncer testicular, complejos de gadolinio en imagenes de
resonancia magnética (MRI), y el aumento de la medicina nuclear para terapia y
diagnéstico. Se encuentra en la interface de la medicina y la quimica inorgénica, e incluye
medicamantos metalados, agentes guelantas, agentes de diagnostico conteniendo metales,
y suplementos minerales de elementos esenciales.' En este contexto el desarrollo de
metalofarmacos esta direccionado a potenciar la actividad de un farmaco de actividad
conocida con la finalidad de mejorar su capacidad para el tratamiento de enfermedades. Asi
los metalofarmacos de cloroquina (CQ) resultan mas eficaces que el farmaco libre en el

tratamiento de malaria y varios tumores cancerosos.

La propuesta del presente trabajo gira en tormo a la sintesis de metalocloroquinas con
centros metalicos de plata(l) todavia desconocidas en la literatura cientifica. El trabajo
experimental se llevd a cabo entre los afios 2010 — 2012, financiado con los fondos del
Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET), y se realizé en
tres etapas: i) obtencién de cloroquina base a partir de su sal difostato y su caracterizacion
con técnicas espectroscopicas (UV, FTIR, RMN), ii) sintesis del complejo AGQCQNO; y
elucidacion de su estructura usando técnicas espectroscopicas convencionales y no
convencionales (CP/MAS RVMIN y FT-ICRY), v iii) estudios dé actividad bidlogica dél complejo

AgCQNO; frente a bacterias gram positivas y gram negativas.



Este documento, ademas de los capitulos relacionados al trabajo experimental y la
discusion de los resultados encontrados, incluye un capitulo de antecedentes con una
excelente revision bibliografica sobre el farmaco cloroquina, los compuestos de plata y sus

potenciales aplicaciones medicinales frente a distintas enfermedades moedemas.

Si bien el resultado mas importante ha sido el descubrimiento de la estructura polimérica del
complejo AGCQNO; y su mecanismo de descomposicién en solucién, acelerado por la
presencia de agua, los estudios de actividad bioldgica revelan que dicho compuesto actta
como un complejo liberador de especies bioactivas de plata(l)-cloroquina que serian las

responsables de su actividad biologica.

Cabe resaltar, ademas, que los estudios de la estructura molecular del complejo AGQCQNO3,
inédito hasta la realizacion de este trabajo, conllevaron a la publicacién del articulo titulado
“A silver complex of chloroquine: Synthesis, characterization and structural properties” en la
revista New Journal of Chemistry editado por The Royal Society of Chemistry and the

Centre National de la Recherche Scientifique 2013.



OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Sintesis y caracterizacion de la metalocloroquina AGCQNO;, y estudios de su actividad

biolégica.

1.2 Objetivos especificos

e Obtencién de cloroquina base (CQ) a partir de difosfato de cloroquina (CQDP).

¢ Sintesis del compuesto AGCQNO; por reaccién directa de AgNO5; con el ligando

base CQ.

e Caracterizacién y determinacién de la estructura del producto de sintesis por
andlisis elemental, espectroscopia infrarroja FTIR, RMN ®C y N en estado sélido

{CP/MAS-RMN), espectrometria de masas FT-ICR y conductividad en DMSO.

¢ Determinacion y comparacion de la actividad biolégica de las sustancias de partida
(cloroquina y nitrato de plata) versus el nuevo compuesto AGCQNO; frente a

bacterias gram positivas y gram negativas.



JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Un farmaco ideal debe de ser: hidrosoluble, estable en el torrente sanguineo y faciimente
integrado por las células; no debe ser: tdxico, carcinogénico, alergénico, mutagénico o
teratogénico.” Y aunque los farmacos puramente orgénicos (o sus sales) pueden llegar a
tener las primeras caracteristicas muchas veces presentan también ias (itimas, conocidos
comunmente como “efectos secundarios” haciendo que el fArmaco a veces pueda llegar a
ser Mas toxico que 1a misma enfermedad gue combate i nNd §é aplita en bajas dosis. La
cloroquina ha sido uno de los faimacos mas potentes contra la malaria y su uso se ha
extendido al tratamiento de otras enfermedades de origen bacteriano, viral y autoinmune;
sin embargo, resulta toxica en dosis relativamente elevadas ocasionando dafio ocular, por lo
que se requiere del desarrollo de sus compuestos derivados con menores efectos

secundarios, y/o mayor actividad biolégica para disminuir su dosificacion.

Desde afios atras, se ha ideado una estrategia para terapias alternativas mas efectivas (o
menos téxicas) contra muchas enfermedades basada en la modificacion de farmacos por la
incorporacion de un ion metalico en su estructura molecular. Para el caso especifico de la
cloroquina se ha propuesto la formacién de complejos metdlicos de cloroquina o
“metalocloroquinas”, con actividad antimalarica superior a la cloroquina incluyendo cepas
cloroquina-resistentes. Otras metalocloroquinas, ademds, han presentado actividad contra

enfermedades como el cancer.

Como parte de la blUsqueda por nuevos metalofarmacos con actividad bioldgica
potencializada, en este trabajo se presenta resuitados alentadores de una nueva
metalocloroquina con centros metalicos de Ag(l), de actividad biol6égica comprobada, posible
por la presencia de grupos ligantes en la molécula de cloroquina y su afinidad por iones

metalicos:

? La exposicion a sustancias tdxicas, carcinogénicas, alergénicas, mutagénicas o
teratogénicas puede producir lesiones graves, cancer, reacciones alérgicas, mutaciones
genéticas o alteraciones estructurales, funcionales o metabdlicas en el preonato,
respectivamente.



CAPITULO I

ANTECEDENTES

2.1 LOS METALES EN MEDICINA

En las Gltimas décadas los quimicos inorganicos han puesto su mirada en la medicina. Asf
su trabajo se ha centrado en el disefio de nuevos agentes terapéuticos y de diagndstico, al
conocimiento de la influencia de los iones metdlicos en el tratamiento con farmacos
organicos y a la comprension de los mecanismos por los que se producen ciertas
enfermedades. Se configuré asi una nueva area de la quimica denominada "Quimiba
Inorganica Medicinal”.?*® Siendo atn mas especifico que la “Quimica Medicinal®,* se le
puede definir como una disciplina donde se descubre, disefia, sintetiza e identifica
compuestos inorganicos con actividad bioldgica; se ftevan a cabo estudios sobre su
metabolismo, y la interpretacién de su mecanismo de accién a nivel molecular para construir

su relacion de “estructura-actividad”.

Como disciplina, la Quimica Inorganica Medicinal sélo ha existido en los tltimos 50 arios,
desde el descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatin, cis-[Pt(NH3),Clo]; sin
embargo, el uso medicinal de los compuestos inorganicos proviene de miles de afios atras.®
Asi, el sulfato de cobre y los alumbres estaban entre las sustancias usadas por los egipcios
antiguos para preparar pociones con efecto desinfectante. En Arabia y China, preparados
de oro fueron usados en lds afios 2500 antes de nuestra era y, mas recientemente, el
mercurio se uso para tratar sifilis durante la epidemia europea del final del siglo XV y

comienzos del siglo XVI. Las suspensiones acuosas de hojuelas de oro (Goldschlager o



Geldwasser) también fueron usadas en preparados medicinales, aunque no haya valor
medicinal probado en la ingestién de oro metdlico. La observacién de Koch de la accién
bactericida de cianuro de oro en 1890 ofrecié una base mas cientifica al uso de oro en
farmagia. Una aplicacién mas exitosa se logré en los afies 1930s cuando los cempuestes de
oro se usaron para tratar la artritis reumatica.® En 1908, se introdujo el compuesto de
arsénico Salvarsan para tratar sifilis, seguido por el Mapharsen, y luego por compuestos de
bismuto que se usaron en combinacidon con Mapharsen. Estos farmacos, en particular
aquellos de arsénico, tenian efectos secundarios severos y sin duda esto contribuyd a la
creencia que los metales son generalmente téxicos y no adecuados para usarse en

farmacos. ®

En la segunda mitad del siglo XX, el platino y el tecnecio jugaron un papel importante
despertando mucho mayor interés en el uso medicinal de los compuestos metaélicos. En
1964, mientras Barnett Rosenberg investigaba el efecto de los campos eléctricos en el
crecimiento de bacterias hizo el importante descubrimiento que algunos compuestos de
platino podian inhibir la division celular de los serendipifous. Esta observacién sirvié para
que en 1978 el compuesto de platino “cisplatin” (conocido por mas de 100 afios) fuera
aprobado por la Direccion de Alifieritos y Meédicinas Estadounidense {la FDA) para él
tratamiento de cancer ovarico y testicular. El descubrimiento del cisplatin estimuld la
investigacién en una variedad de compuestos metalicos con propiedades antitumorales y

potencial para convertirse en anticancerigenos (figura 1). 8
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Figura 1. Complejos anticancerigenos de platino: a) cisplatin, b) ZD0437, c) iproplatin, d)
oxaliplatin, e) carbaplatin, f) nedaplatin y g) satraplatin.”

Por otro lado, el elemento radiactivo tecnecio, creado por el hombre en 1937, hizo una
contribucién importante a la medicina diagnéstica del siglo XX. Una clase en particular de
tecnegcio tiene propiedades nucleares gue lo adecuan para su uso en medicina diagndstica;
emite rayos y que, al originarse en una fuente dentro del cuerpo, atraviesan los tejidos y
pueden ser detectados externamente. Esto permite crear una imagen de la distribuciéon en la
fuente de rayos y dentro del cuerpo. Debido a su versatilidad quimica, el tecnecio se puede
incorporar en compuestos quimicos afines a 6rganos o tejidos especificos en el cuerpo

haciéndolo todavia mas (til en el diagndstico de las enfermedades.®

El uso de elementos radiactivos como componentes farmacéuticos para medicina
terapéutica ofrece un reto mayor que las aplicaciones en diagnéstico por imagen. Los
compuestos de radio han sido usados para tratar tumores de diversas dolencias. En este
tontexto, Koffigold y Pressman demostraron que anticuerpos Impregnados con yodo
radiactivo podian ser localizados en los tumores de ratas, mientras que Kohler y Milstein
obtuvieron células hibridas que producen anticuerpos especificos para objetivos cancerosos
fijos. Asi, en 2002 el Zevalin (/britumomab) recibié la aprobacion de la FDA para tratar tipos
de linfoma no Hodgkin de células B. Este compuesto contiene un anticuerpo monoclonal

marcado con ltrio radiactivo, cuyo uso marco el inicio de la “radioinmunoterapia usando un



elemento metalico radiactivo”.® Parece que, para un tipo de enfermedad cuando menos, la

“‘magic bullet’ de Erlich hubiese llegado.®

Ademas, de los avances en las areas de investigacién de la quimica inorganica antes
mencionadas se han obtenido logros valiosos en otras areas como en el disefio de
suplementos minerales mas efectivos, Ia eliminacion del cuerpo de elementos téxicos y la

inhibicién de metaloenzimas con el uso de ligandos (figura 2).

Suplementos minerales Agentes de diagnéstico
de elementos esenciales por RMI (Gd, Mn), rayos
(Fe, Cu, Zn, Se) X (Ba,l)

N~

Quelato- Quimica Inorgdnica Medicinal: inhibidores
N -blanco de los elementos .
terapia de en
2op -control de la toxicidad de enzimas
Gendmica Agentes Radiofarmacéuticos
Metaldmica terapéuticos Diagnéstico ( **"Tc)
Proteémica (Li, Pt, Au, Bi) Terapéuticos (136Re)

Figura 2. Areas de la Quimica inorganica medicinal.’

2.2 FARMACOS Y “METALOFARMACOS”

Los farmacos pueden interactuar con una variedad de biomoiéculas, io que puede dar iugar
a la inhibicién de los procesos bioquimicos o biofisicos asociados con estas. Aunque la
mayoria de farmacos no necesita iones metalicos para su actividad bioldgica, hay varias
familias que requieren iones metdlicos para funcionar correctamente. £n algunos casos, los
iones metalicos estan perfectamente enlazados y son parte integral de su estructura y
funcién. La eliminacién de los iones metélicos, por tanto, da lugar a la desactivacion y/o

cambio en la estructura de estos farmacos. En otros casos, la unién de iones metalicos a las

® Hace mas de 100 afos, Paul Ehrlich (1854-1915), plante6 la idea de la “magic bullet’, un pigmento
cargado con un metal pesado, capaz destruir selectivamente a los agentes causantes de una
enfermedad sin daniar los tejidos sanos del enfermo.
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moléculas de los farmacos puede producir sustancias quimicas con caracteristicas
bioquimicas diferentes pero con poca modificacion estructural. Al igual que en el caso de las

‘metaloproteinas”, estas nuevas familias son denominados “metaloantibioticos” ® y

“metalofarmacos”.’

La estructura y la actividad antimicrobial, antiviral, y/o anticancerigena de estos
metalofarmacos proporcionan una mayor comprension de su relacion estructura-actividad.
Los iones metalicos juegan un papel importante en su accién y estdan implicados en
interacciones especificas con proteinas, membranas, acidos nucleicos y otras biomoléculas.
Por ejemplo, la unién de los metalofarmacos Fe/Co-bleomicina, Fe/Cu-estreptoningrina, Mg-
quinolona, Mg-quinobenzoxacina, Mg-acido aurdlico, y cisplatin con ADN atrofian la funcién
del ADN o provocan su ruptura; la unién de las metalobacitracinas al undecaisopropenil
pirofosfato evita el reciclado del pirofosfato a fosfato lo cual resulta en inhibicién de la
sintesis de pared celular; y el enlace de los iones metalicos a los ionéforos o sideréforos
permité 8u transporté & aves de 1a Membrana ealular ocasionando 1a alteracion en &l
potencial de membrana.®

La sintesis de metalofarmacos, es decir, la obtencién de complejos metdlicos donde
farmacos de actividad biolégica conocida actian como ligandos, constituye un método
fundamental para potencializar la actividad de un farmaco, ya sea mejorando el rendimiento
de su transporte, estabilizandolo hasta alcanzar su blanco especifico (foco bioquimico de la
enfermedad) o alterando su mecanismo de accion debido la presencia del idn metalico con
afinidad por bidMolétUlas 6ﬁ§iﬁ§dé‘§ o Modificadas por 1a enfermedad; 10 Gue puede
generar nuevas aplicaciones del metalofarmaco sobre otras enfermedades no tratadas con
el farmaco de partida. La presencia del idn metalico, por tanto, puede disminuir la dosis
minima requerida para el tratamiento de la enfermedad e incluso disminuir los efectos

secundarios inherentes al tratamiento quimico con el farmaco.
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2.3 FARMACOS QUINOLINICOS COMO ANTIMALARICOS

Los alcaloides son una de las clases mas importantes de productos naturales que han
proporcionado medicamentos desde la antigliedad. El disefio y sintesis de nuevos farmacos
usando alcaloides como prototipo ha sido muy importante en el desarrollo de la quimica
medicinal. Muchos derivados de alcaloides quinolinicos actian como agentes analgaesicos
potentes, hipertensores, amebicidas, virucidas, etc.'® Un caso muy importante involucra al
famoso alcaloide quinina (figura 3-1), aislado de la corteza del arbol de la quina en 1820,
que juge un papel transeendental en el desarrollo de la quimica erganica sintética y
medicinal por més de 150 arios. El extracto de la quina (o cinchona) era usado por los

nativos americanos para combatir los escalofrios y la fiebre, y fue introducido en Europa

como agente medicinal cuando la condesa de Cinchon fue fratada y curada de malaria en el

?J o, ‘% Ho, I
. "H 7 H
X

afio 1638."

H

MeO SN

o ~~

N N

1 R=0Me 3 4
2R=H
Figura 3. Moléculas quinolinicas con mayor actividad biologica aisladas del extracto de Ia
quina: (1) quinina, (2) cinconidina, (3) quinidina y (4) cinconina.'
Aunque la quinina presenta una potente actividad antimalarica, también ha mostrado severa
toxicidad, razén por la cual se inicié la blsqueda de nuevos farmacos, mas efectivos y
menos toxicos, teniendo como base estructural el sistema quinolinico original. Asi se

introdujeron los farmacos sintéticos 8-aminoquinolinicos como la primaquina y 4-

aminoquinolinicos como la cloroquina (figura 4).
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Figura 4. Compuestos aminoquinoliticos derivados de la quinina con excelente actividad
antimalérica: (5) primaquina, (6) plasmoquina, (7) t-butilprimaquina, (8) cloroquina y (9)
amodiaquina.’

2.4. LA CLOROQUINA

La Cloroquina (CQ = 4-aminoquinolina (N-(7-cloroquinolina-4-il)-N,N-dietil-pentano-1,4-
diamina) es una base diprética débil (pKa,;=8.1; pKa,=10.2) que puede existir en forma
cargada (es decir protonada) o neutra (desprotonada). Debido a que la forma neutra es muy
poco soluble en agua (pH~7), en su uso clinico se administra en forma de sales (difosfato,
sulfato o diclorhidrato) de la forma diprotonada. La forma desprotonada puede atravesar
facilmente la membrana celular y la de sus organelos; por el contrario la forma protonada es
retenida en el interior de fos organelos (por gjemplo, fos fisosomas) donde el pH es menor. 2
La cloroquina se sintetizd en 1934 en los laboratorios de Bayer en Alemania bajo el nombre
de resoquina, y su uso farmacoldgico sélo se inicié6 hasta 1946 por ser considerada,
inicialmente, muy téxica. " Desde entonces, ha sido el antimaldrico méas importante y
efectivo, de forma que en un esfuerzo por erradicar ia malaria del planeta se utilizé
desmesuradamente, llegando incluso a suministrarse a la poblacién en la sal de cocina.
Como resultado de ello a fines de 1950 se presentaron los primeros casos de cepas
malaricas de Plasmodium falciparum resistentés a la cloroquina en las regiones de Africa,

América del Sury el Sureste Asiatico donde se distribuyé la sal de cocina con cloroquina. ™
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Si bien, la cloroquina presenta 2 enantiémeros {figura 5), la relevancia clinica de cada forma
ain es objeto de debate: resultados in vitro muestran una mayor actividad de la (R)-
cloroquina sobre P. falciparum, pero las pruebas in vivo no muestran diferencia apreciable

entre cada forma y tampoce en la mezcla racémica. *°

I)"\/\/L\NH /:L/\/NK

~
Y, cl  cl N"
Figura 5. Enantiomeros de la cloroquina: (R)-(-) cloroquina (Izquierda) y (S)-(+) cloroquina
(derecha).

Debido a su elevada actividad biol6gica, el uso de la cloroquina se ha extendido al
tratamiento de otras enfermedades de origen bacteriano, viral y autoinmune, por lo que la
bisqueda constante de nuevos farmacos analogos de la cloroquina se ha convertido en una

tarea importante para los quimicos medicinales.

2.5 LAS METALOCLOROQUINAS.

La cloroquina presenta una riquisima quimica de coordinacién marcada por la diferencia
entre los grupos o dadores (nitrdgenos quinolinico Ny, tipo anilina N, y trialquilamino Ng) y
dadores (aromaticidad quinolinica) presentes en su estructura quimica (figura 6). Dicha
diferencia entre sus grupos ligantes ha hecho posible obtener complejos metélicos con
iones de diferente naturaleza y en més de un estado de oxidacion. Evidencia de esto es la

Fpee . gn s P . oy - e weded vl

mplia variedad de metalocloroguinas reportados en Ia literatura (iguras 8y 7).

1

Los complejos metalicos de cloroquina reportados en la literatura, han comprobado las
posibilidades de formacion de enlaces Metal-cloroquina a traves de los grupos antes
mencionados. En los complejos [RhCI(COD)(CQ)] (complejo 1, fig. 6),'® [Au(PRs)(CQ)]PFs

(complejos 7-10, fig. 6),” [PACIACQ)2] (complejo 18, fig. 7),'® [IrC(COD)(CQ)] (complejo 19,
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fig. 7)," [Cu(CQ),ICI, [Cu(CQ)(PPh3)INOs, [CU(OAC),(CQ)lH-0, [ZN(CQ)OAC),(H,0)], ¥
[Zn({CQ)(Cl,)(H,0),]” se enconird que la coordinacion al centro metaiico ocurre tinicamente
a través del nitrgeno quinolinico Ns; mientras que en los complejos [(CQ).Au(CI),]CI
(complejo 11, fig. 8) y [(CQ)(EtzO)Au(CI)(SR)IC! (complejo 12, fig. 6)*' s6lo ocurre a través
del nitrégeno trialquitaminico Nz. En el complejo IrCl(CQ)3H:0 (complejo 20, fig. 7)*° la
CQ se une a los centros metalicos a través de los nitrégenos N4 y Ng; mientras que en el
complejo [RuCL(CQ)]. (complejo 2, fig. 6)" la coordinacién ocurre a través de N; y N
formando un dimero. Para los complejos anteriores, las posibilidades de enlace CQ-centro
metélico se determinaron haciendo uso de la espectroscopia de resonancia nuclear de
Hidrégeno ('H RMN) observando cambios en los desplazamientos quimicos de los

hidrégenos vecinos al atomo dador.
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Figura 6. Estructura de la cloroquina y las metalocloroquinas reportadas.®
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En una publicacién mas reciente, Rajapakse y col.? reportaron el complejo [Ru"(n’-p-
cymene)(n®-CQDP)][BF,], (CQDP = difosfato de cloroguina) (complejo 6, fig. 6) donde se
encontré que el enlace metal-ligando ocurre a través de los electrones deslocalizados T del
anillo quinolinico, ya que en el CQDP los atomos N, y N, se encuentran protonados. Esta

posibilidad fue resuelta por modelamiento computacional a través de célculos DFT.

Hg\/\/NW

ﬁ“\/\)\ c

complejo 19

—Pd— [»] N.
ct Pld cl N
Cl N
I 7
H.
N

o)
A Gl

complefo 18 complejo 20
Figura 7. Estructura propuesta para los complejos; a) PdCL(CQ),, b)IrCI{COD)CQ)y ¢)
Ir,Cls(CQ)3H,0. '®*°

2.6 IMPORTANCIA FARMACOLOGICA DE LA CLOROQUINA Y SUS COMPLEJOS
METALICOS

2.6.1 Malaria y antimalaricos de cloroquina

El paludismo o malaria es una de las enfermedades sin un farmaco éptimo para su cura y se
considera reemergente en el Pert y el mundo por ser una enfermedad antigua que en los
Gltimos afios ha vuelto a adquirir gran magnitud. Es causada por los protozoarios parasitos
del género Plasmodium, y es transmitida a | los humanos por la hembra del mosquito
Andfeles, presente en casi todos los paises subtropicales. Existen aproximadamente 380

éspecies de anofeles, pero 8010 unods B0 transmitén 1a malaria; y hay mas de 120 especies
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de Plasmodium, cuatro de los cuales infectan a los humanos (P. falciparum, P. vivax, P.
ovale y P. malariae). De las cuatro, la malaria por P. falciparum es la responsable de la
mayoria de infecciones y es la mas letal.?*

En el Perd, la malaria es endémica y tiene un patrén definide: es ciclico, estacional, y esta
asociado geografica y ecolégicamente a zonas tropicales amazodnicas y desérticas irrigadas
de la costa norte. El 35% de la poblacién nacional se encuentra en riesgo de contraer
malaria, y el 75% del territorio nacional es considerado como area de transmision,
distribuido en tres grandes escenarios epidemiol6gicos: la cuenca amazénica, los valles
occidentales de la costa norte y los valles interandinos hasta los 2 300 m.s.n.m.% El 90% de
los casos de malaria en el Per son causados por P. vivax, y en mucho menor grado por P.
Talciparum. Segin &l réporte del MINSA Rasta 1a Seiana 33 (Dél 11 al 17 de agostd dal
2013) en el Pert se han reportado 27231 casos de malaria por P. vivax y 4884 casos por P.
falciparum,26 siendo este dltimo numero peligrosamente mayor al total de casos anuales

reportados en los Ultimos afios (Tabla 1). La zona que presenta la mayor incidencia es el

departamento de Loreto.

Tabla 1. Casos de Malaria por especies y por arios reportados en el Perti desde el 2008.%

Tipo 2008 2009 2010 2011 2012 2013*
P. Vivax 37293 33177 28204 22675 30194 27231
P. Falciparum 4529 3893 2312 2645 4012 4884

*) Hasta la semana 33 (11-17 de agosto).

—~

Como parte del proceso de desarrollo del Plan Nacional Concertado de Salud, el MINSA ha
hecho publico un diagnéstico con los principales problemas de salud de la poblacién

nacional, distinguiendo las enfermedades transmisibles VIH/SIDA, tuberculosis, y malaria.?®

La quinina y su prototipo simple - la cloroguina (CQ), son los farmacos mas importantes y
actuales en la lucha contra la malaria, siendo el primero mas letal por lo que su uso esté

limitado a casos extremos.” La CQ ha resultado ser un farmaco muy exitoso porque: (1) es
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barato, {2) es estable y de f4cil transporte bioldgico, {3) puede ser tolerada en altas dosis, y
(4) su abjetivo es el proceso de digestién del hemo por el parasito dentro del eritrocito.?* Y si
bien, antes se pensaba que su principal mecanismo de accion antimalérica residia en la
formacién de complejos eon el ADN del parasite, hoy es mdas aceptade que las 4-
aminoquinolinas interfieren con la desintoxicacién del hemo libre (ferroprotoporfirina 1X,
FPIX), generada durante la degradacién de hemoglobina dentro de la vacuola digestiva del
parasito.® En este proceso, la hemoglobina es reducida a péptidos pequefios y aminoéacidos
esenciales para el parasito, formandose también la FPIX téxica (hemo en la figura 8), que es
convertida en cristales insolubles de B-hematina (hemozoina o pigmento de malaria).
Adicionalmente, el hemo libre se degrada por peréxido de hidrégeno (H,0.), generado por la
oxidacion espontanea de Fe* a F&® en @l hemo. El Tarmaco inhibe 1a degradacion oxidativa
y la polimerizacion, formando un complejo con el hemo libre, desencadenando un efecto
téxico por el aumento de su conéentracién, resultando en la muerte del parasito.' La figura
8 ilustra el proceso digestivo en el parasito: la hemoglobina es absorbida por endocitosis y
degradada por proteasas dentro de la vacuola digestiva acida (figura 8A); los restos téxicos
del hemo se polimerizan en cristales de hemozoina facilitado por “catalizadores de
polimerizacién del grupo hemo" (figura 8B). Las especies reactivas de oxigeno son
neutralizados por un sistema de defensa antioxidante donde el hemo actta como las
catalasas y peroxidasas (figura BC).d La cloroquina puede interferir con la actividad catalasa

del hemo, y la promocion de la peroxidacion de los lipidos.

°| as vacuolas digestivas son cavidades celulares rodeadas por una membrana donde las enzimas
degradan los nutrientes macromoleculares antes de ser liberados al interior de la célula.

9| a5 catalasas son enzimas que catalizan {a descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno y
agua, mientras que las peroxidasas catalizan reacciones donde el peréxido de hidrégeno se utiliza
como oxidante. :
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Figura 8. Proceso digestivo en eritrocitos infectados con parasitos de malaria y el
mecanismo de accidn de la CQ: (A) degradacion de la hemoglobina, (B) polimerizacién del
grupo hemo por accién de la polimerasa y su inhibicién por la CQ. (C) desintoxicacion de los
radicales libres por el hemo donde actuaria la CQ.*

Un mecanismo comun en el fendmeno de resistencia a farmacos en bacterias, parasitos, o
células tumorales es la mutacién del blanco del farmaco, por lo que se pensaba que era
poco probable la aparicién cepas de plasmodium resistentes a la cloroquina porque el
parasito, obviamente, no puede mutar la hemoglobina o alterar su estructura directamente,
ya que estos estan hechos por el huésped. Sin embargo, en 1957 cepas CQ-resistentes se
registraron por primera vez en el sudeste de Asia (cerca de la frontera de Tailandia y
Camboya). Desde entonces, casos esporadicos de resistencia a la CQ se registraron en
Sudamérica (Venezuela y Colombia) en 1960; en Oceania (Papta Nueva Guinea) a
mediados de los 70s y, en Africa alrededor de 1978.%° Cuando el P. falciparum resistente a
la CQ se introdujo en el Africa sub-sahariana, se propag6 rapidamente desde el este al
oeste, y a mediados de los 80s se identificaron casos en todos los paises africanos
endémicos para la malaria. En algunas areas del este de Africa, el 80% o mas de las
infecciones por P. falciparum exhiben un grado de resistencia in vivo entre moderado y
alto.”

Otras tres vias de resistencia a los medicamentos son: aumento de la expresion de la diana
del farmaco, aumento del catabolismo/degradacion del farmaco, o la alteracion de la
accesibilidad del farmaco a la diana, causada frecuentemente por el trafico alterado del

farmaco en la célula (es degcir, existe menor contacto entre el farmaco y la diana), y/e-alguna
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perturbacién fisica o quimica del grupo hemo que disminuye su accesibilidad é, o afinidad
por, el farmaco. Los parasitos de la malaria no pueden aumentar la expresion de
hemoglobina, y no se beneficiarian de aumentar el hemo libre, ya que se formarian mas
complejos hemo-CQ t6xicos. Aungue la acumulacion tetal del farmaco puede tardar minutos
en completarse, las moléculas individuales de CQ alcanzan su objetivo (el hemo en la
vacuola digestiva) en cuestion de segundos, dejando poco tiempo para degradar el farmaco.
Por lo tanto, la accién mas probable para la resistencia (también sustentado por estudios de
acumulacion de farmacos) es que ocurriria una alteracion de la accesibilidad a la diana in
vivo de tal manera que la capacidad del farmaco para inhibir la formacién de hemozoina se

ve reducida.®

Diversas mutaciones en uno solo de los genes de P. falciparum, el gen pfert del cromosoma
7, que corresponde a la proteina PfCRT de la membrana de la vacuola digestiva, serian las
responsables de la resistencia del parasito a la CQ.* Se ha propuesto que la PfCRT podria
actuar como un canal 0 un tfransportador de CQ que disminuye su acumulacién en la

vacuola digestiva,

El disefio de tratamientos contra [a malaria bajo la premisa que la teoria de farmacos
dirigidos a la polimerizacion del hemo o la dige‘stic')n de la hemoglobina, asumiendo que las
otras vias de resistencia a los farmacos se comprendan y se manejen correctamente, aln
sigue siendo eficaz, debido a que el blanco biolégico permanece inalterado. La actividad

antimalarica reportada por las metalocloroquinas ha reforzado la idea.

La sintesis de las primeras metalocloroquinas se reportaron a finales de 1996 por el grupo
de Sanchez-Delgado™ que breparé dos complejos metalicos de cloroquina, por reaccion
directa de la base libre (cloroquina) con el precursor de rodio [RhCI{COD)], (COD = 1,5-
ciclooctadieno), y por reaccidon directa para el caso de rutenio. Las pruebas contra
falciparum berghei in vitro e in vivo mostraron que la incorporacion de los metales generaba
Uh iRCFeMentd en 1a encacia antimalarica de 1a cloroguing; mas auf, No §& observd ningun

signo de toxicidad aguda en los animales experimentales después de un periodo
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prolongado de suministracién. La consecuencia mds resaltante fue que el complejo
RuCl(CQ), resulté ser considerablemente mas activo que la difosfato de cloroquina en

pruebas in vitro contra variedades de P. falciparum cloroquina-resistentes.

En 1997, el grupo de Navaro'’ publicé los resultados de un nuevo complejo,
[Au(PPh3)(CQ)]PFs, sintetizado por la reaccién de la CQ base con el precursor AuCIPPhs.
Este complejo exhibié una actividad in vitro contra la fase sanguinea de dos variedades de
P. falciparum cloroquina-resistentes, considerablemente superior a los primeros complejos.
El complejo fue ademas, activo in vifro e in vivo contra P. berghei mostrando que la

incorporacidn del ion de oro producia un marcado incremento en la eficacia de la CQ.

En la Gitima década, resultados como los anteriores se reportaron para metalocloroquinas
con cobre, zinc,®® paladio,®® iridio" y platino. ** Cada uno de estos con una actividad
biolégica potenciada contra cepas de malaria, incluyendo aquellas CQ-resistentes. Estos
resultados ilustran perfectamente el potencial del método basado en la coordinacién de
farmacos con metales que promueven el desarrollo de quimioterapias principalmente contra

la malaria y otras enfermedades tropicales.

Para encontrar una explicacion de la actividad bioldgica de las metalocloroquinas y proponer
su posible mecanismo de accién, se han realizado estudios de interaccién de algunas
metalocloroquinas con hematina por titulacion espectrofotométrica encontrandose que las
constantes de asociacién de los complejos son ligeramente menor al valor del difosfato de
cloroquina, lo que indicaria que las metalocloroquinas (o sus derivados) también inhiben la
formacién de la p-hematina. Correcciones en ‘el método experimental propuestas por
Sanchez-Delgado® demostraron que frente a una interface acuodipidica las
metalocloroquinas (mas especificamente sus derivados) son mas potentes que el difosfato
de cloroquina para inhibir la agregacion del hemo cerca de la interface, en concordancia a la

mayor actividad in vitro e in vivo exhibida por las metalocloroguinas.
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2.6.2 Artritis reumatoide y antiartriticos tipo cloroquina

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica, crénica y progresiva
que ‘afecta frecuentemente al 0,5-1% de la poblacién mundial, se caracteriza por inflamacién
de las articulaciones que tienen movimiento, provocando incapacidad, mala calidad de vida
y una muerté prematura. La AR y 128 enfermedades musculo-esgueléticas, por tanto, $é hian
convertido en un problema de salud debido a su frecuencia y los altos costos en su

tratamiento.*®

Las 4-aminoquinolinas, Cloroquina (CQ) e Hidroxicloroquina (HCQ) (figura 9), son utilizadas
en el tratamiento de las enfermedades reumaticas, especialmente para artritis reumatoide.*
Son los Unicos antimalaricos de uso clinico. La HCQ es la mas prescrita en los Estados
Unidos, mientras que en regiones como Latinoamérica y la india se utiliza con mas

frecuencia la CQ, posiblemente por las limitaciones econdmicas y su facil disponibilidad.*

" OH

e W N N7 ‘ :
Figura 9. Compuestos 4-aminoquinolinas usados en el tratamiento de la artritis reumatoide:
la cloroquina (izquierda) y la hidroxicloroquina {(derecha).

Los antimalaricos son considerados farmacos antirreumaticos de accién lenta debido a su
farmacocinética caracterizada por una extensa acumulacién en los tejidos, con grandes
rangos de distribucién por lo que presentan una larga vida media. Para alcanzar niveles
estables en el plasma se necesitan de 3 a 4 meses, y hasta un méximo de 6 meses para
conseguir resultados dptimos en los pacientes (accién terapéutica retardada). La ventaja de

estos farmacos es su baja toxicidad respecto a otros antirreumaticos de accién lenta.”’

Aungue algunos mecanismos de accién no son del todo claros, se conoce que los

antimaléricos presentan un efecto antiinfeccioso (base del tratamiento antimalarico), alteran
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la activacion de los monocitos, macréfagos y polimorfonucleares por su extensa
acumulacion en el sistema de vesiculas acidas de estas células (efecto inmunosupresor), e
inhiben la produccién de factores mediadores de la inflamacion como la interleucina 1
(efecto antiinflamatorio). Otros efectos conocidos son su capacidad de disminuir los niveles
de lipidos y de inhibir la agregacion de plaquetas, ayudando a prevenir fenémenos

trombéticos.

Entre los farmacos mas utilizados en el tratamiento de la artritis reumatoide sobresalen
complejos de oro tipo aurotiolatos, aurotiomalatos y aurotioglucosas. Por tanto, el complejo
[(CQ)(ELO)AU(CI)(SR)ICI (HSR = 1-tio- § -D-glucosa-2,3,4,6-tetracetato)' (complejo 12,
figura 6) con la misma naturaleza aurotioglucosidica, presentaria actividad antirreumética,

aunque estos estudios no se han reportado.

2.6.3 Cancer y anticancerigenos de cloroquina

La lucha contra el cancer es uno de los campos de la investigacion que se encuentra en
continuo desarrollo en los Ultimos afios, debido al aumento del nimero de casos en el
mundo; sin embargo, las tasas de mortalidad van disminuyendo debido a que los

diagnosticos son mas precoces y los tratamientos son mas eficaces. ’

La mayoria de agentes metalicos utilizados en quimioterapia, estan basados en complejos
de platino, aunque debido a sus efectos secundarios, se tiende a la sustitucién de los
mismos por otros complejos de titanio, galio, estafio, rutenio, paladio, cobre y otros metales
que presenten su misma efectividad antriproliferativa y menores efectos nocivos contra la

salud del paciente.”

La CQ es un lisosomotropico que se acumula en los lisosomas, eleva el pH intralisosomal, e

interfiere con su degradacién autofagosomal. Esta propiedad unica de la CQ es importante
i

para aumentar la muerte celular de una variedad de tumores, y su acumulacion en

ambientes con bajo pH puedé ser (til en el fratamiento selectivo de tumores sélidos que se
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desarrollan en ambientes extracelulares acidos. Estudios revelan que ademas interacciona
con el ADN afectando su sintesis y reparacion. * La cadena dietilamino de la CQ puede
formar enlaces de hidrogeno con las bases nitrogenadas del ADN, facilitando el
intercalamiento del anillo quinoclinico entre bases nitrogenadas. Ademds, los dates
publicados sugieren que las terapias combinadas de CQ con otros farmacos son muy
prometedoras para aumentar su eficacia terapéutica y disminuir los efectos secundarios no

deseados.

Con los excelentes resultados reportados para el tratamiento de malaria por parte de las
metalocloroquinas, y debido a la semejanza de mecanismos de accién de la CQ con los
farmacos anticancerigenos, se han sintetizado complejos de CQ con iones metalicos con
actividad anticancerigena comprobada (paladio, rutenio, y platino) logrando obtener nuevos
compuestos con actividad potencializada: El complejo frans-[Pd(CQ),Cl,] se probd contra
cuatro Iineas de células tumorales humanas, PANC-1, SKBR-3, MDA-MB 231 y HT-2§
(tumores dé pancréas, mama y ¢olon Tespectivaments). LOS résultados Thuestran que el
complejo presenta un aumento de la citotoxicidad en comparacion con el ligando libre para
PANC-1, SKBR-3 y MDA-MB 231." Los complejos [Ru(n®- p-cimeno)}(CQ)CL] v [Ru(n®- p-
cimeno)(n®-CQDP)][BF,}, (CQDP= difosfato de cloroquina) muestran propiedades
anticancerigenas contra las lineas celulares HCT-116 y LS141 de céncer de colon.?® El
primer compuesto muestra una mayor actividad contra células tumorales tipo liposarcoma,
que no suele responder a los agentes quimioterapéuticos actualmente disponibles. Los
de tumores (PC-3, MCF-7, SKBR-3, HT-29, LoVo y B16/BL6) siendo el dltimo mas activo

que el cisplatin y transplatin.*® Los estudios muestran que estos complejos presentan una

fuerte interaccion con ADN.
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2.6.4 VIH-1/SIDA y antivirales de cloroquina

El VIHSIDA o HIV/AIDS (Human immunodeficiency virus infection/ acquired
immunodeficiency syndrome),® se ha convertido en una de las principales enfermedades de
fa hummanidad, especialmente en el Tercer Mundo, doride &l acceso a ta atencion médica es

muy limitado o inexistente y se tiene tasas de seroprevalencia terribles (20 - 30%).%

El uso clinico de la CQ en el control de infecciones virales se examiné por primera vez en la
década de los noventa, en base a sus efectos sobre el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VI H-1)."ﬁ En el tratamiento con CQ de células infectadas por virus, se observé una
disminucion significativa del nimero de células y virus relacionado con las glicoproteinas
envolventes gp120 del HIV-1.* El efecto de la CQ sobre los virus infecciosos se deberia a la
inRIbICIoN de 1a enzima VIH-1 integrasa® y 1a protefia Tat* (Transactivador de 1a
Transcripcion); y la interferencia de la glicosilacién terminal de las proteinas secretoras en la
red trans Golgi. *® Ademas, la CQ interfiere en el proceso protealitico, donde las proteasas
del VIH-1 transforman largas cadenas de gp160 en gp41 y gp120 necesarios para la fijaciéon
a la célula huésped. Asi, los antimalaricos quinolinicos como la CQ inhiben la replicacion del

VIH-1 por un mecanismo distinto a los demas farmacos de uso clinico, lo que puede resultar

en efectos sinérgicos si se combina con otros antirretrovirales conocidos.

Si, bien aln no existen estudios sobre metalocloroquinas en el tratamiento de enfermedades

virales como el VIH-1, no se puede descartar su posible aplicacion.

2.6.5 Enfermedades dermatolégicas y su tratamiento con compuestos tipo cloroquina

La piel funciona como una barrera flexible, gracias a los componentes de colageno y
elasticos de la dermis; proporciona un escudo Unico que sirve de proteccion frente a fuerzas
mecanicas e impide la penetracion de diversos agentes quimicos; controla la pérdida de

agua del organismo; y lo protege contra los efectos de la luz natural y artificial, del calor y

¢ El VIH puede ser VIH-1 y VIH-2, aunque generalmente se habla de VIH refiriéndose al HIV-1. El VIH-
2 es menos comin en el mundo, y la evolucién del SIDA producido es mas lenta y leve.
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del frio. Ademas, la piel intacta y sus secreciones constituyen una barrera defensiva
bastante eficaz frente a los microorganismos, siempre que no se altere por lesiones
quimicas o mecanicas.* Por esto, la piel es conocida ahora como el érgano inmunoreactor
mas extense e importante del organismo, cen toda la significacién que invelucra este
conocimiento para comprender la causa de muchas enfermedades cuténeas.

Las enfermedades dermatoldgicas varian con la situacién geografica y probablemente son
influenciadas por factores étnicos y ambientales. En los paises tropicales en desarrollo, las
enfermedades dermatolégicas constituyen un importante problema de salud publica,
principalmente las de causa infecciosa. Debido a esto, estan consideradas en el proyecto de
control de enfermedades prioritarias del Banco Mundial, la OMS y el Centro Fogarty
Internacional.

Ademas de la CQ, ofros antimalaricos como la hidroxicloroquina (HCQ) y la quinacrina (Qn),
se han usado para tratar enfermedades de la piel por mas de 50 afios. ® Los efectos de Ia
CQ y la HCQ se explican mejor por varios factores, ya que presentan propiedades
inmunomoduladoras, anti-inflamatorias, y antiproliferativas, alivian la inflamacién inducida
por UV, inhiben la agregacion de trombocitos, mejoran Ia tolerancia a la glucosa, y causan el
aumento de la excrecion de porfirina. Estos efectos hacen que estas sustancias sean Utiles
para la terapia.”

Los datos indican que los antimalaricos son capaces de disminuir las reacciones inducidas
por radiacién UV tanto en los individuos normales como en los que tienen sensibilidad a la
luz (producen la remisidn de procesos fotoinducidos). Sin embargo, el mecanismo de accién
de este efecto fotoprotector parece no deberse a su espectro de absorcién ni a que actien
como una simple pantalla, sino que intervienen inhibiendo la respuesta inflamatoria inducida
por los UV, o bien incrementando la accién de algunas de las vias que, en condiciones
normales, participan en la respuesta protectora de la epidermis frente a los UV.?’EJ

En cuanto a la piel misma, la CQ y sus anaiogos tienen una alta afinidad por la melanina y
se acumulan en los tejidos con un alto contenido de’ esta, como los ojos y la piel.*' Si bien,

1a acumulacion en 108 0jos &8 1a ¢ausa dé 103 efectos setundarios de 18 CQ, 1a aturmulacion
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preferencial en la piel serviria para tratamientos de enfermedades cutaneas mejor dirigidos

si se usaran farmacos hibridos de cloroquina o metalocloroquinas.

Los usos mas destacados de la CQ en la dermatologia son en el tratamiento de
enfermedades inducidas por la exposiciéh solar, como el lupus eritematoso cutaneo,
erupcién polimorfa solar, urticaria solar, infiltracién linfocitica de Jessner. También se
emplea en enfermedades con base inmunolégica (dermatomiositis, vasculitis urticarial,
pénfigo folidceo fotoinducido y esclerodermia localizada), enfermedades granulomatosas
(sarcoidosis, granuloma anular diseminado, queilitis granulomatosa), asi como en ofros
procesos tales como linfocitoma cutis, mucinosis eritematosa, porfiia cutanea tarda,

dermatitis atépica, liquen plano, paniculitis idiopaticas.*

2.5 LA PLATA(l)

2.5.1 La plata (Ag) como elemento del grupo 11

La palabra plata deriva del latin plattus o platus (llano), que a su vez se deriva del griego
TA&To¢ (platos); % mientras que su simbolo quimico (Ag) deriva del latin argentum, que

proviene del griego apyog (argos): brillante o blanco. 8

Junto al cobre y el oro, la plata forma parte del grupo 11 de la tabla periddica, también
flamado grupo de los "metales de acufiacién” por su empleo tradicional en la fabricacion de
monedas; y fueron ciertamente los tres primeros metales conocidos por el ser humano.
Todos ellos estan presentes en la naturaleza en su forma elemental o “nativa’. La
abundancias relativas (en ppm) de estos metales en la corteza terrestre son: Cu 68 ppm, Ag
0.08 ppm, Au 0.004 ppm:* y mientras el cobre se encuentra fundamentalmente como
sulfuro, el oro y la pliata estan presentes como metales elementales y en muchos minerales

sulfurados. La mas importante mena de plata es la argentita (Ag,S).> aunque también esta

......
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[(Ag,Cu}+165b,544], prousitita o plata roja clara {Ag;AsS;) y piragirita o plata roja oscura
(AgsSbSs). ®

Fuera de la estequiometria, similar en los compuestos con el mismo estado de oxidacion (y
que no siempre tienen la misma estructura), existen semejanzas en el grupo - o cuando

menos entre dos de los tres elementos: %

1. Los tres metales cristalizan con estructura ciibica centrada en la cara (ecc).

2. EI Cu,0 y el Ag,0 tienen la misma estructura cubica centrada en el cuerpo, donde
cada atomo metalico tiene dos atomos de oxigeno vecinos y, ademas, cada atomo
de oxigeno esta rodeado tetraédricamente por cuatro atomos metélicos.

3. A pesar de que la secuencia de la constante de estabilidad para los complejos de
halogenuros de muchos metales es F> CI' > Br > I', el Cu' y la Ag' pertenecen al
grupo de iones de los metales mas nobles, en los que la secuencia esta invertida.

3. EICU y1a Ag (y en un Gradd menor 8l Au') Tormian casi 108 mismos tipos de fones y
compuestos, tales como [MCL,], [Et;AsMI], y K;MCl3

5. Ciertos complejos de Cu" y Ag" son isomorfos. Los iones Ag", Au" y Cu" también

forman complejos similares.

A pesar de la similitud de las estructuras electronicas y potenciales de ionizacion, existe
poca semejanza entre los miembros del grupo, y no hay explicacion para muchas de dichas
diferencias. Cada uno tiene estados de oxidacidn preferenciales distintos (Cu, +2; Ag, +1;
Au, +1y +3), y la Gnica propiedad en com(n es que ninguna tiene fem positiva para M—M™;
haciendo que los metales libres no sean afectados por los &cidos simples ni se oxiden con

facilidad, por io cual se utilizan para el “acufiamiento”.”
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2.5.2 Propiedades atémicas y fisicas **

- Laplata es un metal blanco, brillante, suave y maleable (p.f. 961.8°C). Sin embargo,
cuando esta finamente fraccionado presenta un color negro.

- Elelemento mietalico presenita estructura ecc en estado s6lido.

- Es el metal con mayor conductividad eléctrica y térmica conocidas.

- Presenta dos is6topos: 'Ag y '®?Ag, ambos con spin nuclear (%) RMN-activos.

- Electronegatividad: 1.93 (escala Pauling).

- Afinidad electronica: 125.6 KJmol™.

- Su estado de oxidacion preferente es +1.

2.5.3 Propiedades quimicas

El comportamiento quimico de la plata esta directamente relacionado con su configuracion
electronica (4d'°5s"). La influencia de la carga nuclear sobre la envolvente electrénica, cuya
parte mas externa esta poco apantallada por la capa d llena provoca que la primera energia
de ionizacién (I;, Tabla 2) aunque baja, sea mayor al de los alcalinos donde la capa p llena
ejerce un apantallamiento mas efectivo, dando un pequefio radio iénico. Por el contrario, la
Thenor repulsion eleetronica y mayor S8paracion de electiones e 108 orbitales 4d (en Ag')
hace mas dificil extraer un segundo electrén, provocando una alta segunda energia de
ionizacion (l,, Tabla 2), y haciendo menos accesible el estado de oxidacién +2 en los
compuestos de plata. La tercera energia de ionizacién (I, Tabla 2) relativamente baja es
fii

consistente con la estabilidad de Ag™ y la ocurrencia de la desproporcién de los compuestos

de Ag"*®

Tabla 2. Energias de ionizacién (kimol) de los metales del grupo 11.%

Cu Ag Au
I 745 731 890
L, 1958 2073 1978
ls 3554 3361 (2900)
ls 5326 (5000) (4200)

*Los valores en paréntesis son valores calculados.
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2.5.4 Los iones acuosos

Mientras que el ion Ag" es estable en solucién acuosa, los iones Ag** y Ag™ son, o bien
inestables, o sdlo existen en compuestos insolubles 0 en especies complejas. La
comparacion mutua de fos potericiales de reduccion tiens una utitidad fimitada, debido a que

dependen fuertemente de la naturaleza del anién. Entre los que tienen utilidad estan: 5%

A93+ 1.80 Agz+ 1.98 Ag+ 0.798 Ag

Aga+ 180 A g

AgCl 222 Ag+Cr
AgCN 297 Ag+CN-
Ag(CN); 23" Ag+2CN
Ag,S 28! Ag+S*

Ag' % Ag* + Ag
Agbipy** 1453 Agbipy*

De los potenciales anteriores, puede verse que los iones Ag”* y Ag” son agentes oxidantes
fuertes, y que el ion Ag" es estable a la desproporcién en medio acuoso, aunque esto puede
no cumplirse en presencia de ligandos macrociclicos que estabilizan mejor los estados +2

y/o +3.

Si bien se pensaba que el jon Ag* (d'%) en medio acuoso formaba el complejo lineal
[Ag(OH,),]', estudios usando técnicas como resonancia del espin electrénico (ESR)® y
espectroscopia de rayos X (EXAFS),* indican que el complejo acuoso presenta un nimero
de coordinacion 4 (y no 2) con geometria tetraédrica. Esto mismo ocurriria en metanol y

acetonitrilo, pero no en etanol.

El catién Ag®, poco 4cido, precipita como hidréxido (AgOH) a un pH relativamente elevado

donde coexiste con pequefias concentraciones de argentito (AgO’); y no se disuelve en
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exceso de OH’, sino que se transforma espontaneamente en su 6xido Ag,O de color café
oscuro, termodinamicamente més estable (figura 10). El Ag,0 es més soluble en soluciones

fuertemente alcalinas, donde se forma AgOH y Ag(OH),".

Ag OH

Figura 10, Diagrama logC - pH para Ag (I) 102 M.%

Los compuestos de plata solubles en agua son incoloros e incluyen al AgNO;, AgCIO;,
AgCIO,, AgBF, y AgF; mientras que los insolubles son, por lo general, fuertemente
coloreados como el Agl, AgBr, Ag,PO.,, Ag,CrO,y Ag.Cr.0;, a excepcidn de otros cuantos
solubles en agua. Tanto el AGCN y AgSCN poseen estructuras poliméricas (figura 11), con

enlaces predominantemeante covalentes.

Ag—C—N—Ag—C—N N

(@) (b)
Figura 11. Estructuras poliméricas de (a) AGCN y (b) AgSCN.%®
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2.8 QUIMICA DE CODRDINACION DE LA Ag(l)

La quimica de coordinacion de la plata se ha centrado histéricamente en la reaccion del ion
Ag’ con ligandos N-dador y halogenuros. Sin embérgo, ahora existe una extensa quimica
para ligandos P- y S-dadores, y algo menos estudiado pers ¢on bush numsro de compilejos
para ligandos O-dadores (B-dicetonatos, carboxilatos, éteres corona, etc). Basado en la
reactividad y estabilidad de estos compuestos de coordinacién, el i6n plata (I) ha sido
caracterizado como un acido de clase B o “blando”, para el cual se ha observado el
siguiente orden de estabilidad: N<<P>As>Sb; 0<<S~Se~Te; F<CI<Br<l. Estudios
comparativos entre ligandos con estos atomos dadores permitieron determinar que la

estabilidad relativa de enlace sigue el orden P> S >N>0.®

Los ligandos de azufre més importantes son los tiolatos, ditiocarbamatos, tioureas (tu), y
fioéteres. Con tiolatos, se han descrito muchos oligdmeros tipo [Ag(SR)],; con otros ligandos
se obtienen faciimente complejos tipo clister; y con macrociclos de azufre, complejos penta
y hexacoordinados. Con las fosfinas y arsinas, se conocen muchos compuestos estables y
sus estructuras dependen del requerimiento estérico de los ligandos. Las fosfinas
voluminosas favorecen estructuras tipo silla y cubano (figura 12). Los clasteres calcogenuro
dé plata de alta nuclearidad estabilizados con ligandos de Yosfina poseen intéresantes
estructuras tipo “frameworks” y van desde clisteres pequefios hasta muy grandes, por
ejemplo, [(Agi7:SesnSeBu”)s(dppp)s (donde dppp = 1,3-bis(difenilfosfino)propano). Los
complejos con ligandos N-daderes sen muy estables y numereses, también ferman
estructuras inusuales que van desde especies moleculares normales hasta redes
supramoleculares 2D y 3D. * Con ligandos O-dadores se forman complejos fotosensibles,
como los tiosulfatos, usados en fotografia. A diferencia de otros iones metélicos blandos, el

ion Ag* se une al Me,SO (o DMSO) por los atomos de oxigeno en el complejo

Ag(DMSO0),CIO,, y no por los atomos de azufre.s"'
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AN RsP
Ag X AN X
I\ PR; Ag
4 \X I Ag’/ 3 / \>A9“"-PR3
] X
X——l——Ag RsP MAg’/ /
\\ \ \>A9
Ag X \
/ PRy

RyP

Figura 12. Estructuras cubano y de silla adoptado por complejos (RsP)AgX.®

Al igual que el complejo [H3N-Ag-NHs]", un buen nimero de los complejos de Ag(l) (en
solucién o en estado sélido) son de geometria lineal, por lo que por muchos afios se creyé
que el nimero de coordinacion 2 era el caracteristico del ion Ag*. Con el desarrollo de la
quimica de coordinacién de la plata se halld un amplio rango de geometrias; y

especialmente en solucion, el i6n Ag* adopta arreglos tetragonales.®

Tabla 3. Energia de separacion (eV) entre los estados de transicion para los elementos del

grupo 11.%
Cu' Ag" Au’
d'%-d%’ 2.72 486 1.86
d’s' -d°p’ 572 5.07 5.96
d'%-d°p’ 8.44 9.93 7.82

La formacidon de complejos lineales se deberia a que ocurre una hibridacién entre los
orbitales d,? y s, favorecida por la pequeria diferencia de energia entre los orbitales d llenos
y el orbital s vacio (separacién d'°-d%, Tabla 3). El par de electrones iniciaimente en el
orbital d,2, ocupa y,, generando una regién circular con densidad electrénica en el plano xy
que repele a los ligandos. Por una mezcla posterior de los orbitales w, y p,, se pueden
formar los orbitales hibridos s y s, con sus lébulos apuntando a lo largo del eje z y

capaces de aceptar pares electronicos de los ligandos (figura 13).%®
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8 (l‘z M P:
Vo (draes) i wz-p,
Figura 13. Orbitales hibridos, y y », formados de un orbital d,2 y un s, y los hibridos

formados de los orbitales g, y p.. En cada esquema el eje z es vertical y el orbital es la
figura generada haciendo girar el dibujo alrededor del eje 2%

Dado que el nimero de coordinacién es sensible a la naturalez_a del ligando y de los
aniones, la Ag" presenta una diversidad de nimeros de coordinacién y geometrias debido a
las posibilidades de los enlaces sp® y sp®, ademas de la hibridizacién lineal. Para los
ligandos monodentados (L) pueden existir complejos AgL*, AglL,’, AgLs" y AgL,", donde K, y
Kz son generalmente mas altas que K; y K,, lo que explica en algunos casos la mayor
estabilidad de los complejos AgL,".* Por otro lado, los ligandos quelatos no pueden formar
dichos iones simples, y por lo general, tienden a dar iones complejos polinucleares; mientras
que los ligandos multidentados pueden formar complejos mononucleares con nimeros de

coordinacién 3 a 6 e inclusive 7 y 8 cuya geometria adopta diferentes formas (figura 14).%

Si bien se ha mostrado la preferencia del ion Ag* por los ligandos con atomos donadores
“pblandos”; ha de notarse también, que otros factores pueden afectar la posibilidad de
formacién del eniace Ag-L con ligandos cuyos &tomos donadores son “duros’. Asi, un
analisis de 22 estructuras cristalinas de compuestos de Ag(l) con bases duras muestra que
los compuestos incoloros tienen nimeros de coordinacién 1 6 2, mientras que los

compuestos rojos siempre muestran un nimero de coordinacién 3 6 4. &
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® @ (h) @ @ (k)

Figura 14. Representacion esquematica de los nimeros de coordinacién y geometrias que
adopta la plata(l) en sus complejos: (a) dicoordinada lineal; tricoordinada (b) trigonal y (c)
conformacién de T, tetracoordinada (d) plano cuadrada y (e) tetraédrica; pentacoordinada (f)
bipiramide trigonal y (g) piramide cuadrada; hexacoordinada (h) octaédrica y (i) prisma
trigonal; (j) heptacoordinada; (k) octacoordinada prisma tetragonal.

Dado que el ligando CQ, presenta como principales puntos de coordinacion atomos de

nitrdgeno, es necesario hacer una revision de los complejos con ligandos N-donadores.

68,63,64

2.6.1 Compuestos de coordinacion con ligandos N-donadores

El complejo més simple es el Ag(NHs),", el cual forma el complejo Ag(NH,),", aislable en

amoniaco liquido.

En solucién, la plata tiende a formar complejos lineales similares al Ag(NH;)," con aminas
monodentadas (metilamina, etilamina, propilamina, etc) donde se ha observado que la
estabilidad del complejo aumenta con el tamario de la cadena lateral, aunque en las aminas
con cadenas laterales grandes la interaccién hidrofébica seria la responsable de los valores
experimentales menores a los esperados. Los complejos de aminas secundarias y terciarias

son generalmente menos estables que sus analogas aminas primarias.

Aunque el estudio de las aminas bidentadas, y en general de las polidentadas, es mas
complicado que las monodentadas: se han obtenido complejos polinucleares, complejos

amina-protonados e incluso-hidroxocomplejos en solucién. Se ha encontrado que el méaximo
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nimero de coordinacién de la plata(l) en estos complejos es 2, aunque existan dos
moléculas coordinadas. Si bien el complejo [Ag(en)]CIO, existe como especie monomérica
1:1 (hidratado y con el ligando actuando como quelante) en solucién; en el estado sélido

forma una cadena polimérica con el ligando actuando como puente (figura 15).

NH, ——Ag NH,

~——Ag——NH, NH, ——Ag—
Figura 15. Estructura polimérica del complejo [Ag(en)]CIO,.

Las aminas aromaticas son, por [o general, menos estables que las aminas alifaticas;
pueden formar complejos 1:2 de estructura lineal, y ademas complejos 2:1 debido a que una
segunda Ag(l) puede ser coordinada a través del anillo aromético; y el nimero de
coordinacién puede llegar hasta 6.

Se han reportado una variedad de complejos con ligandos N-heterociclos. Debido a su
naturaleza bidentada los ligandos pirazol (Hpz), imidazol (im) y nitroimidazol (NO.im) forman
facilmente polimeros; sin embargo, por modificaciones del método de sintesis pusden
obtenerse complejos monoméricos (Ag(im)(PPhas)s” Ag(NO.im),"), diméricos (Aga(u-
pz)(PPhs),), y tﬁméﬁcos ([Ag(p2)]s). Complejos lineales tipo [AgL,"] se han encontrado para
los ligandos pirazol, imidazol, nitroimidazol, metilimidazol y bencimidazol. Los ligandos
pirazélicos N-sustituidos también pueden formar complejos trigonales, mientras que el

complejo perclorato de bis(imidazol) plata(l) puede formar un cluster tipo (Ag")s (figura 16).

HaC
- N—Ag—N
N
N Ao |
Ph \T 3 N‘—Ag_N
Ag Ph N / \ N
HsC P J o /
=N \N"'N N Ag Ag N
\ / NSNS NS
NN -prige 7 CHs A NN A
HaC N N

Figura 16. Estructura de los complejos nitrato de tris(1-fenil-3,5-dimetilpirazol) plata(l)
(izquierda) y perclorato de bis{(imidazol) plata(l) tipo cluster (derecha).
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Con ligandos piridina (py) y sus derivados sustituidos se han obtenido compigjos lineales
(Ag(py)2") y tetraédricos (Ag(py)s'), siendo mas estable el complejo lineél. En complejos de
piridinas sustituidas como aminopiridinas, y cianopiridinas la coordinacion ocurre
principaimente a través del nitrégeno piridinico.

Complejos tipo [AgL,"] con bipiridina (bipy), fenantrolina (phen), terpiridina (terpy), y sus
derivados también se han preparado como intermediarios en la obtencién de sus complejos
de plata(ll). En complejos con terpiridinas sustituidas, s6lo dos de los tres atomos de
nitrégeno piridinicos estan coordinados al Ag(l) debido al efecto estérico de los sustituyentes

en arreglos tetraédricos.

2.6.2 Compuestos de coordinacién con aminoacidos, proteinas y péptidos®

Debido a que los aminoacidos pueden actuar como ligandos se han preparado un gran
ndmeros de complejos metalicos incluyendo a los de plata(l). Estudios comparativos de
complejos de plata(l) con e-aminoacidos NHs'(CH,),CO, (n=1-5) han demostrado que la
estabilidad de los complejos aumenta con el tamario de la cadena alifatica. Del mismo modo
la presencia de dobles enlaces en la cadena incrementa la estabilidad de los complejos de
plata(l). Si bien se ha encontrado que los puntos de coordinacién pueden ser los grupos
NH; y CO; del aminoéacido la presencia de grupos sulfhidrico provoca que la coordinacion
sea principalmente a través del atomo de azufre.

Se ha encontrado, ademas que la plata(l) reacciona con la cisteina, presente en la
hemoglobina, y con la histidina presente en la mioglobina, tripsina y carboxipeptidasa A.
Estudios con di y tripeptidos muestran que en casos como el complejo Ag(HGly-Gly)NO; la
plata esta coordinada a oxigenos de grupos tarboxilicos difsrentss formando un dimero ton
puentes carboxilato, mientras que en los complejos con ciclo-(Gly-L-His), ciclo-(L-Met-L-His)
y ciclo-(L-His-L-His) la coordinacién ocurre a través del atomo de azufre del grupo tioeter y

del &tomo de nitrégeno del grupo imidazol, pero no a través de los grupos amida.
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2.7 IMPORTANCIA FARMACOLOGICA DE LA PLATA Y SUS COMPUESTOS DE
COORDINACION

Durante siglos la plata ha sido usada para prevenir y tratar diversas enfermedades. El
estudio histérico de su uso medicinal se puede dividir en épocas marcadas por los avances
y el entendimiento de las aplicaciones medicinales de la plata y sus compuestos. Los
antiguos persas, fenicios, griegos, romanos y egipcios usaron la plata (metdlica) en
recipientes para preservar alimentos y conservar fresca el agua; los macedonios ya usaban
piacas de plata para acelérar 1a ¢icatrizacion de hefidas; Hipoerates Uuso preparados da plata
para tratar diceras y promover la curacién de heridas. El uso medicinal del nitrato de plata
se menciona en una farmacopea publicada en Roma en el afioc 69 antes de nuestra era. ®
Hasta 1800, las numerosas aplicaciones medicinales de la plata (purificar sangre, eliminar el
mal aliento, curacion de heridas, tratar trastonos del sistema nervioso, prevenir
enfermedades usando vasos y platos de plata, efc) se hacian empiricamente, pues atn no
se conocia de la existencia de los microbios y su participacién como agentes infecciosos. La
posterior invencién del microscopio; el descubrimiento de las “infecciones microbioldgicas®
como causa de enfermedades; y las investigaciones de Pasteur, Koch y Ehrlich en la
patogénesis de las enfermedades infecciosas, promovieron el entendimiento de las
enfermedades infecciosas y la aplicacién de la plata en diferentes. presentaciones (hilos,
laminas, suspensiones coloidales de plata, y soluciones de AgNO;) para suturar heridas,
prevenir infecciones posoperatorias, tratar ulceras, quemaduras, fracturas compuestas, y
gonorrea oftalmica en los recién nacidos lavando sus ojos con soluciones de AgNO; al 2%
(luego 1%).63'69 Para 1900, las aplicaciones medicinales de la plata y sus compuestos
parecia avanzar con sus nuevos usos (tratamiento de ulcera corneal, queratitis intestinal,
blefaritis, dacriocistitis, sepsis puerperal y estafilocdcica, tonsilitis, epididimitis aguda, y otras
anfarmatates infeceiosas).® Sin embargd, @l SUFgiMientd da 108 antibioticds para tratar
enfermedades infecciosas, y el descubrimiento de la toxicidad y los efectos secundarios en
el tratamiento con compuestos inorganicos de metales pesados limitd el avance de la

guimica medicinal de la plata. Si bien la aparicién de las sulfonamidas parecia fortalecer adn
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mas el predominio de los farmacos organicos en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, la aparicién de la sulfadiazina de plata marcd el renacimiento de la plata en la
medicina.” La aparicion de bacterias resistentes a las sulfamidas provocé la retirada de Ia
sulfadiazina de plata en hospitales a mediados de los 70's limitando nuevamente las
investigaciones de la plata y sus compuestos. Sin embargo, un segundo renacimiento de ia
plata en el tratamiento de infecciones se produjo debido a la aparicién de vendajes capaces
de liberar iones Ag* con excelente actividad biolégica conocida.” Los buenos resultados
obtenidos en estos materiales y el bum de la nanotecnologia de los metales de transicion

inspiraron otras muchas aplicaciones atin en desarrollo en los (ltimos afios.

2.7.1 Tratamiento de enfermedades de origen

De las aplicaciones antimicrobiales actuales de la plata se puede mencionar que:

— Las soluciones de nitrato de plata atn se utilizan para prevenir fa conjuntivitis en los
recién nacidos, principalmente infecciones por Chlamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae.” Para prevenir infecciones oftalmicas asociadas al uso de lentes de
contacto se han desarrollado lentes de contacto conteniendo nanoparticulas de

plata.’fz

- La plata metélica (incluyendo su forma nanoparticulada) se usa en amalgamas
dentales, préotesis y cementos bioactivos para regeneraciones éseas, prétesis
vasculares, agujas y suturas quirdrgicas, implantes cardiacos, tubos
endotraqueales, y junto a sus sales se impregna en catéteres y vestimentas

hospitalarias para reducir el riesgo de infecciones intrahospitalarias.”">"

— Dado que es téxico para cualquier microbio ain a bajas concentraciones, la plata y

sus compuestos se usan como agentes antisépticos y germicidas persistentes.71

- Debido & gue fia demostrado S&F activa tontra tocos gram positivos, bacilos gram

negativos, y hongos, la sulfadiazina de plata, junto al acetato de mafenide y el
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nitrato de plata atin siguen estando entre los compuestos mas usados en el control
de heridas por quemaduras.” En esta misma area se desamollan peliculas

biopoliméricas y vendajes conteniendo nuevos compuestos de plata.7°'72

También se usa para esterilizar agua, y prevenir las legionelosis asociada a su
consumo. Los iones activos Ag® son generados electroliticamente (ajustando el
amperaje para regular la cantidad producida) manteniendo su concentracién en el

agua entre 0.02 - 0.04ppm.”*

Debido a la elevada actividad antibacterial de la plata, empresas de
electrodomésticos como Samsung Electronics y LG Electronics han basado sus
nuevas producciones (refrigeradoras, lavadoras y filtros de agua, acondicionadores

de aire, etc) en tecnologia usando plata nanoparticulada.”

Todas las aplicaciones mencionadas se basan la idea que los materiales de plata se
ionizan en presencia de agua, fluidos corporales, o exudaciones tisulares liberando
los iones bioactivos Ag", y que su accion antimicrobial es proporcional a la cantidad
de Ag' producida y “biodisponible” para interactuar con las biomoléculas

bacterianas.”™

Diferentes estudios se han realizado en busca de elucidar los posibles mecanismos de

actividad antibacterial de la plata y sus compuestos. Y aunque estos estudios se han

centrado principalmente en la actividad del i6n libre Ag* formado o liberado en los medios

biolégicos, se puede mencionar que:

70,71,74

Interacciona con la membrana celular bacteriana y tiene afinidad por los grupos
sulfhidrifos de la tistelna presente en sus sistemas enzimaticos, interfiriendo en {a
trasferencia de energia transmembrana y en el transporte de electrones.

Interfiere con el transporte electrénico (cadena respiratoria) en dos sitios
espegcificos: entre el citocromo b y d, y entre la entrada al sitio del sustrate en la

cadena respiratoria y la flavoproteina en las regiones de la nicotinamida adenina
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dinucledtido hidrogenasa (NADH) y la succinato deshidrogenasa (SDH), provocando
el colapso de la fuerza protén-motriz, y la interferencia en Ia absorcién de fosfato.
— Se enlaza al ADN inhibiendo su replicacion.

- Inhibe la oxidacidn de glucosa, glicerol, fumarato, succinato, y lactato.

BACTERIA
g

"

Vendaje para heridas

Cemento garahu/v lesos _yA9"

Proteinas/Enzimas
bacteriales

Figura 17. Accidn antimicrobiana de la plata (Ag") ilustrando tres vias principales: (a) unién
a la membrana celular, (b) absorcion o difusién transmembrana en la célula (vesiculas
pinociticas), (c) coagulacion y desnaturalizacién de las enzimas bacterianas y proteinas.”

Los estudios sobre la actividad biolégica de diferentes complejos de plata(l) realizados en
las Ultimas décadas han demostrado que existe una relacidon muy estrecha entre la
actividad antimicrobiana y la fuerza del enlace metal-ligando en el complejo. Se ha
encontrado un cumplimiento mas o menos fiel del principio HSAB de Pearson para los
complejos de plata(l) extensible a su actividad biolégica; esto es, que si la plata(l) actaa
como un &cido de Lewis blando tiene una relativamente baja afinidad por los atomos
donadores duros como O, una moderada afinidad por atomos de N, y una alta afinidad por
los atomos dadores blandos como S, Se, P y As.”® Entonces los complejos de plata(l) méas

estables se formaran con ligandos que presenten estos Gltimos atomos dadores. Pero,
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como se menciond antes, la actividad biolGgica de la plata{l) y sus complejos depende de la
fuerza de interaccion del i6n metalico con las biomoléculas; es decir, de su capacidad
biomolécula-coordinante, y su habilidad para intercambiar ligandos biol6gicos. Por tanto, los
complejos de plata(l) cen atemos donadores dures (O y N) exhibiran efectivas y amplios
espectros de actividad bioldgica, mientras que los complejos de plata(l) con &tomos
donadores blandos tendran limitada actividad biolégica (caso de S) o ninguna ( caso de
P).” Otros factores como la neutralidad (o no) del ligando, la solubilidad, la quiralidad o el
grado de polimerizacién del complejo afectan en mucho menor grado su actividad

biolégica.”s & 7

Los problemas mas comunes en los complejos de plata que limitan su aplicacion practica
son: los compuestos poliméricos resultan, por lo general, insolubles en agua (por ejem.
[Ag(imd)]y); v los compuestos catiénicas solubles presentan inestabilidad frente a la luz (por
ejem. [Ag(Himd),][NO3]).%° En ese respecto se han realizado diversos trabajos enfocados a
resolver estos problemas. Asi por ejemplo, se prepararon los complejos
{{Ag(Hhis)]0.2EtOH}, (H;his = L-histidina; entorno AgzN‘;),80 {[Ag(S-Hpyrrld)L.}.. {[Ag(R-
Hpymrid)L}, ¥ [Ag(S-Hpyrrid)(R-Hpyrrid)],  (Hppymid - acido 2-pirrolidona-5-carboxilico:

entorno Ag,0,) solubles en agua, éstables a fa Iuz y con elévada actividad antimicrobial.

2.7.2 Tratamiento de cancer y VIH-1 con compuestos de plata

Si bien el desarrollo de la quimica medicinal de la plata, desde la antigliedad hasta nuestros
dias, se ha centrado en su actividad antimicrobiana, en los Ultimos afios los complejos de
plata han atraido mas la atenciénA debido al descubrimiento de su actividad anticancerigena

y antiviral.
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Figura 18. Complejos de plata(l) con actividad antitumoral, %%

Dentro de los complejos anticancerigenos mas importantes se puede encontrar los fosfino-
complejos (y fosfinoquelatos), los carboxilato-complejos, y mas reciente los compuestos
organoargénticos. En el primer grupo, los complejos de Ag' con fosfinas terciarias quirales
demuestran una actividad antitumoral in vifro comparable al reconocido cisplatin para
mastocitoma P815, melanoma B16, leucemia P388 y los carcinomas de ovario humano 41M
y CH1.%2 Iguaimente los complejos con quelatos difosfina tipo [Ag(P-P),JNO;, donde P-P es
1a difosfinaguelato (figura 18-a)® han demostrado buena actividad antiturioral. Entre 168
carboxilatos, el salicilato de plata(l) dimérico® (figura 18-b) presenta excelente actividad
contra carcinoma escamoso de lengua (Cal-27), carcinoma hepatocelular (Hep-G2) y el
adenocarcinoma renal (A-496), y carbexilato-complejos poliméricos® (figura 18-¢) presentan
actividad contra adenocarcinoma de cuello uterino (Hela), carcinoma hepatocelular
(HepG2), carcinoma gastrico (BGC), carcinoma de pulmén (95-D) y rinocarcinoma (CNE).
En tanto, los compuestos organoargénticos (figura 18-e y f) muestran alta actividad frente a
carcinoma ovarico (OVCAR-3), de mama (MB157), cervical (Hela)®® y cancer de pulmén

(NCI-H460).
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Aunque aln no se ha elucidado por completo los mecanismos de actividad anticancerigenas
se ha encontrado que el blanco biolégico directo no seria el ADN tumoral,® y algunos
estudios muestran que ocurre una rapida acumulacién en la mitocondria con la posterior
inhibicién de la ATP-sintasa.®? Al igual que para su actividad antimicrobial, se ha propuesto
que los ligandos sin actividad anticancerigena servirian como transportadores de los iones

Ag', y que estos al ser liberados pueden unirse a las proteinas y/o incluso al ADN tumoral.®

Por otro lado, complejos de plata(l) con mercaptosulfonatos muestran baja actividad anti
VIH-1, pero una citotoxicidad mayor que el complejo de platino contra células MT-4
infectadas con el virus, y ademas presenta selectividad al ARN del virus sincitial respiratorio
(RSV). ¥y el complejo {[Ags(p3-Hmna)4(p3-mna)2]2" [(EtsNH)’](DMSO0),(H,0)}, donde
Hmna es el acido 2-mercapto-nicotinico, muestra actividad anti-HIV-RT (una enzima que
interviene en la replicacion del VIH-1),90 y en los Gltimos afios se han reportado estudios

91,92

sobre la actividad y el mecanismo anti VIH-1 y anti hepatitis B* de la plata

NANOPATtICUIATA.
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CAPITULO Ili:
PARTE EXPERIMENTAL

La obtenci6n de la cloroquina base CQ vy la sintesis del complejo AGQCQNOQ; se realizaron en
el Laboratorio de Investigacidn en Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET) de la

Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria.

Los reactivos usados en el trabajo experimental (Anexos A2) fueron adquiridos con un alto

grado de pureza y se utilizaron sin purificar.

La caracterizacion de la cloroquina base CQ y del complejo AQCQNO; se hicieron en
colaboracién con:

— Central Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo - Brasil
(Analisis elemental de N, C, H; y espectroscopia FTIR)

—~ Laboratorio de Quimica Analitica e Instrumental de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Ingenieria (Espectroscopia UV, analisis de Ag por
espectrofotometria dé AA y medidas de [a conductividad molar)

- Laboratorio de Resonancia Ciclotrénica de lones del Instituto de Quimica Fisica
Rocasotano, CSIC - Esparia (Espectrometria de masas FT-ICR).

— Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucién de la Facultad de

Ciencias de la Universidad Nacional de Educacién a Distancia, UNED - Esparia

(Espectroscopia RMN en solucion y en estado s6lido).
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Laboratorio de Quimica Inorganica Sintética e Estrutural - Bioinorganica e
Metalofarmacos del Instituto de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo - Brasil

(Verificacion de la conductividad molar).

3.1 OBTENCION DE CLOROQUINA BASE (CQ) A PARTIR DE SU SAL DIFOSFATO DE

CLOROQUINA

Para la obtencién de la cloroquina base (CQ), se trabajé con su sal difosfatada (CQDP)

siguiendo el método descrito por Sanchez-Delgado:'®

vi

Vi

Se colocan 10 g (19.45 mmol) de difosfato de cloroquina en un vaso sobre un bafio

de hielo, se agrega 10 mL de amoniaco concentrado y se agita'por 5 minutos.

Se agrega 100 mL de éter dietilico y se homogeniza la mezcla agitando por otros 10

minutos.

Se filtra el residuo sélido enjuagandolo con pequefias porciones de agua y se recibe

el liquido de filtracion sobre una pera de separacion.

Se tapa la pera y se agita repetidamente hasta por 3 veces cuidando liberar la
presion generada. Se deja reposar la mezcla hasta la separacién completa de las

fases acuosa y organica.

Se separa la fase acuosa dejéndoia caer en un vaso, y luego se vierte la fase

organica sobre un erlenmeyer.

Se seca la fase organica agregando 1 g de sulfato de sodio anhidro que luego se

elimina por filtracién.

Se evapora el éter dietilico del extracto sometiéndolo a la corriente de aire de una

campana extractora hasta que so6lo quede una pasta aceitosa.

viii Se agrega 20 mL de acetonitrilo y se agita hasta la completa disolucion de la pasta.
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ix Se deja reposar a -5°C en una refrigeradora durante una noche; y luego, el sélido
precipitado se filtra a vacio enjuagandolo con pequefias porciones de acetonitrilo.

X La cloroquina filtrada se seca a temperatura ambiente en un desecador a vacio por

10 horas y se pesa para verificar el rendimiento de obtencién.

La reaccion involucrada en el proceso es:

HNJ\/\/@ . HNJ\/\/’(I

m DHPO; g + NHaey — > +  2(NHg)sPOyq
cl N ii. Eter diefllico 1 N

1

H

CQDP CQ (90%)

CQDP (10.00 g)

1. REACCION QUIMICA

<—-l Amoniace (10'mL) l

L. Agitacién en baie de elo/S min

¥

Mezcla Reaceional

(CQ (sol) + (NH-I)SPO«S))

2. EXTRACCION

e—] Eter dietilico (100 mL) |

i. Filtracién /lavade con agua
(NH,);POy, j* |
v

CQqeren + Impurezas,,

3. SEPARACION

-y i. Decantacién
il. Secado con N2a,SO,
tii. Filtracién

tv. Evaporactén
¢

CQ, + Eter(trazas)

4. PURIFICACION

e Acetonitrilo 20 mL) |

i.-5°C /unanoche
Fase eter- Ii. Filtracién /lavado con acetonitrilo
acetonltrilo ili. Secado a vacfo/10h

&

A 4

CQ(5.58¢9)
Py, 89-90°C

Diagrama 3. Método de obtencién de cloroquina base (CQ).
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3.2 SINTESIS DE LA METALOCLOROQUINA AgCQNO;

El complejo AGCQNO; se sintetiz6 a través del procedimiento siguiente:

Se coloca 0.32 g (1 mmol) de cloroquina base en un balén de destilacién, se agrega
30 mL de acetonitrilo y una pastilla de agitacion, y se agita hasta completar la

disolucion sobre un agitador magnético.

En un vaso se disuelve 0.17 g (1 mmol) de AgNO; con 10 mL de acetonitrilo y se

coloca en un embudo de adicion.

Se instala el embudo de adicién sobre el balén cubierto con aluminio y en agitacion
constante se deja caer lentamente toda la solucion de AgNQO; sobre la de cloroquina
base en el baldn. La agitacion se continda 15 minutos mas hasta la aparicion de un

precipitado blanco.

El precipitado se filtra a vacio sobre un embudo de placa porosa enjuagéandolo
repetidamente con porciones de una mezcla helada de acetonitrilo:éter dietilico

(5:1).

El sdlido blanco se seca en un desecador a vacio por 10 horas cubriéndolo con

papel aluminio para evitar fotodescomposicién.

La reaccién quimica involucrada es:

1 amb/15min

AgNO;q) * CQsoi) AgCQNO3

(100%)
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AgNO; (0.17 g)

1. REACCION QUIMICA

%= Acetonitrilo (10 mL) |

CQ@0.32gen
Acetonitrilo (30mL)

i. Agitacién a 20°C/15 min

A 4

Suspension de AgCQNO;(s)
en acetonitrilo

2. SEPARACION

i. Filtracién a vacfo /

Aguas madres P lavado con acetonitrilo: éter dietilico (5:1)
(acetonitrilo)

ii. Secado a vacfo/10 h

A 4

AgCQNO, (0.49 g)
Py, 150°C

Diagrama 4. Método de sintesis del compuesto AGQCQNO; en acetonitrilo.

3.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION

3.3.1 Analisis elemental

Se analiz6 el contenido de carbono (%C), hidrégeno (%H) y nitrégeno (%N) en dos
muestras de CQ base obtenida, con la finalidad de determinar su grado de pureza. Del
mismo modo, para el complejo AGQCQNO; se analizé ademas el contenido de plata (%Ag)

para determinar la relacién estequiométrica de Ag: CQ: NO; (férmula empirica).

El andlisis de H, C y N se realizé en un analizador de C, H, N Perkin-Elmer 2400; de la
Central Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo = Brasil, y el

contenido de Ag se determiné en un espectrofotémetro de absorcién atémica Perkin-Elmer
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AAnalyst 200 con lampara de catodo hueco {A = 338.3 nm) del Laboratorio de Quimica

Analitica e Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria.

3.3.2 Espectroscopia ultravioleta
Se obtuvieron espectros UV de la cloroquina base obtenida (CQ) y de su sal difosfatada

(CQDP) luego de preparar soluciones 10™*M en HCI 0.01N, con la finalidad de verificar la

obtencién y pureza de CQ base por el método de remocién de fosfatos utilizado.

Los espectros UV se obtuvieron en un espectrofotometro UV-Vis Perkin-Elmer Lambda 25 a
293 K, con lampara de tungsteno (visible) y deuterio (UV), y celdas de cuarzo de 1 cm de
espesor en el Laboratorio de Quimica Analitica e Instrumental de la Facultad de Ciencias de

la Universidad Nacional de Ingenieria.

3.3.3 Espectroscopia FTIR
Se tomaron espectros Infrarrojo del ligando CQ, su sal difostada (CQDP) y del complejo

AgCQNO; a 293K en pastillas de KBr (4000 — 400 cm™), con la finalidad de identificar

Los espectros IR se obtuvieron en un espectrofotometro FTIR Bomem MB-100 de la Central
Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de S&o Paulo — Brasil. Los datos se
registraron en modo absorbancia que se convirtié a transmitancia para comparacion con las

referencias.

3.3.4 Espectroscopia CP/MAS RMN

Se obtuvieron espectros de RMN ('H, "C y ™N) en solucién del ligando CQ y del complejo
AgCQNOQ; para identificar los sitios de coordinacion, pero no se hace mayor discusion de

ellos por su falta de aplicabilidad en el complejo.
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Si bien se pueden obtener buenos espectros del ligando {en solucién), no ocurrié 1o mismo
con el complejo; por [o que se planted el uso de la técnica en estado sélido (CP/MAS RMN).
Las muestras fueron cuidadosamente empacadas en rotores cilindricos de zirconio de 4 mm
de diametro y tapas de Kel-F. Las condiciones de eperacion incluyen 3.2 {4s para pulses de
90° en 'H y desacoplamiento a una intensidad de campo de 78.1 kHz por secuencias de
TPPM (two-pulse phase modulated, dos pulsos con fase modulada). Para los espectros de
3C se us6 como referencia original una muestra de glicina y luego los desplazamientos se
recalcularon al estandar TMS (0 del C carbonilo en la glicina =176.1 ppm), y en los
espectros de N se us6 como referencia el *NH,Cli y convertido a la escala estandar del
nitrometano usando la relacion: 3 *N(CH;NO,) = 8 N(NH,CI) — 338.1 ppm. Los pardmetros
tipicos de Faquisicidn para '®C CPIMAS fueron: ancho espectral, 40 KHZ: tigmpd de
recuperacién del sistema, 5 s; tiempo de adquisicién, 30 ms; tiempo de contacto, 2 ms; y
velocidad de giro 12 kHz. Para distinguir los atomos de carbono protonados y
desprotonados se realizaron experimentos de NQS (Non-Quaternary Suppression,
supresién no cuatemaria) por polarizacién cruzada convencional. Los parametros para By
CP/MAS RMN fueron: ancho espectral, 40 kHz; tiempo de recuperacion del sistema, 5 s;
tiempo de adquisicién, 35 ms; tiempo de contacto, 7 ms; y velocidad de giro 6 kHz.

Los espectros dé 'H-RMN, C-RMN y "N-RMN &n Solucion §& obtuvieron &n un
espectrometro Bruker DRX 400 (9.4 Tesla, 400.13MHz para 'H, 100.62 MHz para *°C y
40.56 MHz para "°N), con sonda de detecci6n inversa de 5 mm para H-X, equipado con
bobina de gradiente en el eje Z para 'H; °C y ®N. Los espectros de G-RMN y *N-RMN en
estado sélido (CP/MAS RMN) se obtuvieron en un espectrometro Bruker WB 400 (9.4 Tesla,
100.73 MHz para ®C y 40.60 MHz para '°N), con cabezal TVP de 4mm. Todos los andlisis
se realizaron en el Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de Alta Resolucion de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Educacién a Distancia, UNED ~

Espafia.
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3.3.5 Ensayos de conductividad en solucién

Con el fin de determinar la existencia de especies i6nicas en el complejo se hicieron
medidas de conductividad de AgNO;, CQ y del complejo AGQCQNO; en dimetilsulféxido
(DMSO).

Las conductividades en solucioén se midieron con un conductimetro ProfiLine Cond 1970i en
el Laboratorio de Quimica Analitica e Instrumental de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de ingenieria, y se verificaron con un conductimetro Diéimed MD-31
en el Laboratorio de Quimica Inorganica Sintética e Estrutural - Bioinorganica e

Metalofarmacos del Instituto de Quimica de la Universidad de S&o Paulo — Brasil. Las

mediciones 8& realizaron a tempeératura ambiente (25°C) inmediaiamente despluss de
preparar soluciones 1.0 x 10° M en DMSO, usando una solucién patrén de KCI, con
conductancia especifica 146.9 uS/cm y una constante de celda de K = 0.1 cm™, como un

estandar de referencia para disolventes organicos.

3.3.6 Espectrometria de masas ESI/FT-ICR

Se obtuvieron espectros de masas con la finalidad de determinar fragmentos estructurales
del complejo AQCQNO; y dar explicacion a algunos fenémenos como la descomposicion de
dicho complejo en solucién. Las muestras fueron disueltas en DMSO, y mezclas de
DMSO/MeCN DMSO/H,0. Las soluciones recién preparadas fueron inyectadas a la fuente
ESI con una velocidad de flujo de 20 pL/min. Las guias de iones cuadrupolar y hexapolar, la
celda de colision hexapolar y los otros componentes se ajustaron para optimizar la
deteccion en los rangos m/z de 100-1300 Da. La calibracién y sintonia de los modos

catidnico y anidnico se reafizaron usando cerveza comercial de malto-ofigosacaridos.

Los espectros de masas (ESI/FT-ICR) se obtuvieron en un espectrometro de alta resolucién
y sensibilidad FT-ICR Varian-920 en el Laboratorio de Resonancia Ciclotronica de lones del
Instituto de Quimica Fisica Rocasolano, CSIC - Espaifia, provisto de un iman superconductor

con blindaje activo de 7.0 Tesla, equipado con una fuente de ionizacién por electrospray
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(ESI) y un detector de triple cuadrupolo Varian-320 MS. Los experimentos de fragmentacion
por IRMPD (Disociacion Multifoténica Infrarroja) se realizaron usando pulsos de un laser de
CO; (10.6 ym) Synrad Modelo 48-2. La formacion de iones se optimizé modificando los

pulses de laser alrededor de 700 ms al ~46% de la energia total (26 wats).



53

CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 CARACTERIZACION DE LA CLOROQUINA BASE OBTENIDA

La cloroquina base obtenida (CQ) presenta las caracteristicas sefialadas en las diferentes
referencias cientificas:* * es un s6lido blanco débilmente amarillo, bastante soluble en éter
etilico y cloroformo, e insoluble en agua (Anexo A4, tabla A3); cuyo punto de fusién fue de
89 - 90°C. Por el contrario, el difosfato de cloroquina (CQDP) es un sélido blanco cristalino
muy soluble en agua, e insoluble en cloroformo y éter etilico (Anexo A4, tabla A3), cuyo

punto de fusién fue de 203°C.

4.1.1 Andlisis del espectro ultravioleta

Los espectros UV (en medio acido) de la cloroquina base obtenida (CQ) y su sal difosfatada
(CQDP) se muestran superpuestas en la figura 19, donde se observa maximas
absorbancias a 343, 330 y 257 nm, siendo la banda a 343 nm la mé&s importante
analiticamente.® Como en otros alcaloides quinolinicos las bandas se deben a las
transiciones electrénicas: ™ — m* (257 nm) del anillo aromatico, y n — 1* (330 y 343 nm)
por 1a presericia dé heteroatomos y grupos Sustituyentaés con c¢apactidad de donar sus
electrones fibres al anillo aromético (figura 20), provocando un “efecto batocrémico®

respecto al benceno (o naftaleno) en las bandas antes mencionadas.
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Figura 19. Espectros UV de CQDP y CQ 10“M en HCI 0.01N.
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Figura 20. Formas resonantes causantes del efecto batocrémico en el espectro electrénico
de laCQ.

Si bien la superposicion casi perfecta de ambos espectros en la figura 19 (obtenidos en las
mismas condiciones de andlisis) es un buen indicativo de la identidad y pureza de la CQ
obtenida, es necesario seguir un procedimiento analitico para asegurar la pureza de la
misma. Por ello, a continuacion se analiza las absorbancias maximas de acuerdo a la ley de
Beer (existe una relacién directa entre concentracién y absorbancia) que para nuestro

objetivo puede derivar a la ecuacion:

Absorbancia de CQ obtenida (A,,)
% pureza de CQ = , - x 100
Absorbancia de patrén CQDP (A,)

donde las absorbancias se miden a la longitud de onda A,
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En la tabla 4 se presentan las medidas de absorbancia para cada banda del espectro de
una muestra de CQ obtenida y de un patrén de CQDP (figura 19). También se muestra el
%CQ en la muestra obtenida, calculado usando la ecuacién anterior. Como se observa en
los resultados el porcentaje de pureza es bastante alto (>98%) para todas las bandas, y atin
mas (~100%) para la banda a 343 nm, io que demuesira que el método usado para la

remocioén de fosfatos presentes del CQDP fue el adecuado.

Tabla 4. Maximas absorbancias de CQDP y CQ 10™M en HCI 0.01N, y el porcentaje de
pureza aprox. de CQ obtenida.

Amax (NM) cQbpP cQ % de CQ*
257 0,7865 0,8002 98,29

330 0,9513 0,9362 101,61
343 1,0000 0,9982 100,18

* Los resultados son sélo aproximados (no se hicieron repeticiones).

4.1.2 Andlisis elemental (C, H y N)

Al igual que los resultados obtenidos por espectrofotometria UV, los resuitados encontrados
por analisis elemental (tabla 5) muestran un excelente grado de pureza (concordancia de
valores calculados y experimentales) de las muestras obtenidas por el método de remocién
de fosfatos usado. En cualquier comparacion directa de resultados calculados y

encontrados la pureza de las muestras es mayor al 99%.

Tabla 5. Contenido de C, H, N calculado y experimental en dos muestras de CQ obtenidas.

C18HasNsCl % Calculado % Experimental
C 67.59 67.86 67.88
H 8.19 8.10 8.07

N 13.14 12.97 12.98
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4.1.3 Andlisis de los espectros FTIR

Los espectros Infrarrojo de la CQ base y su sal difostada CQDP (Figuras 22 y 23) muestran
las bandas principales asociadas a la CQ (tabla 6). Las diferencias entre ambos espectros
resultan de su diferencia estructural por la protonacién de los nitrégenos basicos (figura 21).
EI CQDP presenta ademas, bandas caracteristicas de 108 grupos Tostatos (2682, 1309, 1062

y 551 cm™), y O-H acidos (3435, 2492 y 943 cm™) ®% ausentes en el espectro de la CQ.

3

1 H
Figura 21. Estructuras de la CQ base (neutra) y el CQDP (protonado).

Tabla 6. Identificacion de grupos funcionales de CQ y CQDP.

Namero de onda (cm™)

Grupo Funcional
cQ cQDP
N=H 3231° 3228
C-H aromaético 3105-3014° 3101-3022
C-H (CH,, CHy) 2962-2802° 2974-2789
C=C (carbociclico) 1612° 1630
C=N 1587 ° 1614
C=C (heterociclico) 15727 1589
N-H 1547 % oo
C-NH 139" 1369
C-N 1161° 1153

2 pe Hong, D.D.>
b De Coates, J.%
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Figura 23. Espectro Infrarrojo de la sal difosfato de cloroquina (CQDP) en pastillas de KBr.
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4.1.4 Andlisis de los espectros CP/MAS RMN de *C

En la figura 24-A se muestra el espectro CP/MAS RMN de "°C de la CQ base, donde se
aprecian 16 sefiales diferentes de carbono, cuya asignacién se logré haciendo uso de las
técnicas de NQS (Supresion no cuaternaria), y tiempo de adquisicion (p15) = 200us, cuyos
resultados se muestran en las figuras 24-B y 24-C respectivamente. Adicionaimente, ias
asignaciones para cada atomo de carbono se verificaron usando espectros RMN de *°C en

solucion (DMSO-dg)® y por comparacién con resultados experimentales y tebricos en el

estado solido llevados a cabo por De Dios y col.*
3¢ CPMAS NMR (p15= 2ms) A
M A N \JLJLJUMN

13
C NQS CPMAS NMR B
Num ® NOm m
359 8 K849 o B $dn 2 & 34
vt et Ll Hefvet [+ [ B4 o o~ N ™
Ll . r | |
il
e |
. E 1)
/ 'v‘i Ao i /s
LRt E BT S PREPRNE L REYY M ARSI M A I ang r rt Bf A Lo Y]

T T T I T T T T T T T T I T T T O T A T T T T [ T T T [ I T TITTTTI ST TTrTTTT T T IO I T T O T T T T T
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13
C CPMAS NMR (p15-200 ps) c
N @ ~Nam w
S | A
ﬁii L |
y v ] N i ]
YT szw el "—‘vm'j “WMWw.~¢m~,{AV fﬂwﬂq‘kﬂr\,.ﬂlm*lw%#,’mﬂ.w;-‘b“‘j " x-x.’v"j 'f"«f' wﬁh. w/" R AnE
I e ——
160 160 140 180 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

(ppm)
Figura 24. Espectros CP/MAS RMN de °C de la CQ base.

En el espectro NQS CP/MAS RMN de "C (figura 24-B) se encuentra que los carbonos
cuaternarios Cy4, Cs, C7 ¥ C1o (ver notacion en la figura 21 o en anexos) aparecen a 152.7,

149.3, 135.8 y 119.3 ppm respectivamente. Ademas, se observan carbonos metilos a 15.2 y
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20.0 ppm (sefiales ligeramente disminuidas). El Gltimo valor de desplazamiento quimico se
deberia al solapamiento de sefiales de un carbono Cg y el carbono C;-. Los dos carbonos
Ce presentan desplazamientos diferentes debido a su inequivalencia quimica en el estado
sdlide. Si bien la diferencia de 4.8 ppm entre amboes carbones es mayer a les 2 ppm
previstos en los céiculos ab initio de De Dios y col., esto se deberia a efeétos del

empagquetamiento en el sélido. '®

El tiempo de adquisicion del espectro CP/MAS RMN de ™C en Ia figura 24-C favorece
tnicamente la observacién de carbonos unidos a hidrégenos. Los 5(*°C) a 28.2, 35.3, 47.5 y
54.8 ppm corresponden a los carbonos metilenos Cz, Cy, Cs, y C.; mientras que el carbono
metino C,- aparece a 6 = 50.1 ppm debido a que se encuentra mas protegido que el carbono
C4. Como se mencioné antes en el estado sdlido no existen carbonos equivalentes; por
tanto, los dos carbonos Cs tampoco presentan igual &. Si bien, se esperaba una diferencia

de 10 ppm entre ambos carbonos, experimentalmente fue de 2.6 ppm (0 = 50.1 y 47.5 ppm

para 108 carbonos Cg) por 108 &fectos dé empaguetamiento antes mencionado. Dado que
los desplazamientos quimicos para los carbonos metino del anillo quinolinico se encuentra
en los rangos esperados (figura 24-A y 24-C) su asignacién resulta mas sencilla:
8(C5)=98.2, d(Cs)=125.3, 0(Ce)=126.0, 5(C.)=151.5 ppm. La tabla 7 resume los resultados

encontrados y la correspondiente asignacién de cada carbono.

Tabla 7. Asignaciones de & (*C) en solucién y en estado sélido de la CQ.

Carbono N° 0 (ppm) relativo al TMS
(Cn. figura24)  En DMSO-ds (%) En estado sélido
2 1561.8 (151.85) 151.5
3 98.8 (98.79) 98.2
4 149.5 (149.6) 162.7
5 124.3 (124.40) 126.0
6 123.7 (123.71) 125.3
7 133.3 (133.36) 135.8
8 127.4 (127.55) 127.2
9 149.3 (149.47) 1493

10 117.5 (117.67) 119.3
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Tabla 7. Asignaciones de 3 (**°) en soluci6n y en estado sélido de la CQ.
Carbono N° 6 (ppm) relativo al TMS
(Cn figura24)  En DMSO-ds (%) En estado sélido
1 47.5 (47.72) 50.1
2 33.3 (33.46) 353
K} 23.4 (23.60) 28.2
4 52.1 (52.25) 548
5 46.1 (46.27) 47.5 (50.1)*
& 116 (11.7) 15.2 (20.0)*
1% 10.8 (19.83) 20.0

* Los pares de carbonos &' y 6’ no presentan equivalencia quimica en el estado sélido.

4.1.5 Anlisis de los espectros CP/MAS RMN de N

El espectro CP/MAS RMN de "N de la cloroquina obtenida (figura 25) es de mas facil
interpretacion y asignacion. El ambiente quimico de cada nitrégeno es diferente por lo que el
rango en el que aparece su sefial es diferente: EI N quinolinico (N4 en la notacion usada,
figura 21) es el menos protegido por lo que aparece a 5=-120.6 ppm; el N tipo anilina (N4 en
la notacion usada, figura 21) aparece a 5=-278.3 ppm; y el N trialquilaminico (N4’ en la
notacién usada, figura 21) que es el mas protegido aparece a 5=-329.1 ppm. La asignacion
propuesta estd conforme a los resultados tanto en solucion como en estado sélido

publicados y encontrados experimentalmente (tabla 8).%°

5N CPMAS NMR (p15=7 ms)
',' |
Sideband
L e v O B L I re
(ppm)

Figura 25. Espectro CP/MAS RMN de °N de CQ base.
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Tabla 8. Asignaciones de 5{"°N) en solucién y en estado sélido de la CQ.

Nitrégeno N° 8 (ppm) relativo af CH;NO,

En DMSO-ds En estado sdlido
-111,6 -120.6
-285.7 -278.3
4 -336.1 -329.1

4.2 CARACTERIZACION Y DETERMINACION ESTRUCTURAL DE LA
METALOCLOROQUINA AgCQNO;

El complejo sintetizado AQCQNO; es un polvo blanco sensible a la luz, insoluble en la
mayoria de solventes (n-hexano, cloroformo, acetonitrilo, metanol, agua, etc), soluble en
DMSO, donde se descompone lentamente precipitando plata metélica al cabo de unos dias
EXpuigsto a 1a Iz por 1o Gueé Tiié imposible §u recristalizasion. Sé funde & ~150°C Termando

un liquido oscuro.

4.2.1 Analisis elemental (C, H, N y Ag)

Tabla 9. Contenido de C, H, N y Ag calculado y experimental de dos muestras del complejo

AgCQNOs.
AgC1sH26N405ClI % Tedrico % Experimental
Ag 22.03 22.4 22.5
C 4333 4411 4478
H ' 5.35 523 5.29
N 11.44 11.24 11.20

Los resultados calculados y experimentales (tabla 9) concuerdan en la féormula empirica

AgCisH26N4ClO5, que corresponde a una estequiometria CQ:AgNO; (1:1).
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Tomando en cuenta que la quimica de coordinacién de la TQ (capitulo I}, sugiere como

puntos de coordinacion mas favorables los nitrégenos quinolinico y trialquilamino (N4 y Ny,

en la notacién usada, figura 21), siendo N, preferente para los acidos blandos como la Ag(l).

Considerando que la Ag(l) presenta preferencia por ntimeros de coordinacién de 2-4, el

valor mas bajo (2) lo alcanza uniéndose a dos grupos ligantes de la CQ, mientras que una

posible coordinacién de los iones nitratos completaria un nimero de coordinacion mas alto

(3 0 4). Los numeros de coordinacién mas altos no serian posibles por las caracteristicas

fisicoquimicas del complejo obtenido.®

De las consideraciones hechas, la estequiometria encontrada hace posible predecir que el

complejo obtenido es un dimero (similar al [Ru,CQ.Cl])"® o un polimero (figura 26).

L

—
rd
;\_
r4
T

Figura 26. Estructuras probables para la metalocloroquina AGQCQNO;: el Dimero Ag,CQ;
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(Dim) y dos polimeros [AgCQ],"" (Cat-ht y Cat-hh). No se ha tomado en cuenta los iones
NO; por sus diferentes posibilidades de coordinacién que se discuten mas adelante.
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4.2.2 Anilisis de los espectros FTIR

El espectro FTIR del complejo AgCQNO; (figura 27) muestra todas las bandas
caracteristicas del ligando CQ, asi como bandas que se deberian al anién nitrato presente

(tabla 10).

Tabla 10. Identificacion de grupos funcionales en el compuesto AGCQNO; y su comparacion
con el ligando libre CQ.

Namero de onda {cm™)
Grupo funcional
AgCQNO; cQ
N-H (N tipo anilina) 3336 3231
C-H aromético 3107-3070 3105-3014
C-H alifatico (CH, y 2995-2839 2962-2802
CHa)
C=C (carbociclico) 1610 1612
C=N 1570 1587
C=C (heterociclico) 1593 1572
N-H (N tipo anilina) 1543 1547
C-NH 1329 1329
C-N 1143 1161
v3(NO3) 1359
v2(NO3) 847
V4(N03) 743
v(Ag-N) 455

v(Ag-N) 415
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Figura 27. Espectro Infrarrojo del complejo AGQCQNO; en pastillas de KBr.
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Para una mejor comprensién; a continuacién se muestra un analisis detallado de las zonas

mas importantes del espectro infrarrojo del complejo (figura 27).

En la zona entre 4000 - 2500 cm™ ambos espectros (ligando y complejo, figura 28),
presentan las bandas de tensién ecaraeteristicas del grupe N-H tipe anilina; y de los enlaces

C-H aromaticos (C.g»-H) y alifaticos (C.ps-H) de la CQ.

8 A
£ N-H CoH

% M@ 1% W OAM0 0 315 210 A MR A R e

B
ViTretundes icvre b,

Figura 28. Fragmento ampliado en la regién 3400 — 2700 cm™ del espectro infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AGQCQNO..

Las observaciones mas importantes en la figura 28 son:

e El complejo presenta la banda v(N-H) desplazada a mayor frecuencia y mas intensa,
que se deberia a la perdida de asociaciones por puente de hidrogeno (N-H::N)
presentes en el ligando en estado sélido (figura 29), similar al CQDP (figura 23), mas

no por la formacién de enlace metal-ligando a través de este nitrégeno.
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Figura 29. Enlaces puentes de hidrégeno en la molécula de CQ'!

e El grupo de bandas v(C-H) aromaticas de la CQ estdn desplazadas a mayor

frecuencia en el complejo AGQCQNO;.

e Las bandas v(C-H) a 2947 y 2866 (2856) cm™ de tension simétrica y asimétrica de los
grupos metileno (-CH,-) enlazados al nitrégeno ftrialquilamino estdn desplazados

hasta 2995 y 2937 (2923) cm™ en el complejo.

e Las bandas v(C-H) a 2963 y 2924 cm™ que corresponden a la tension simétrica y
asimétrica de los grupos metilos (-CH,) permanecen sin variacién; mientras que la

102

banda v(C-H) a 2803A cm™ del carbono enantiomero (C;-) presenta dos bandas en

el complejo.

Debido a las variaciones observadas en estas bandas existiria coordinacidn del ion Ag(l) a

través de los nitrégenos quinolinico y trialquilamino (N4 y N, en la notacion usada).

La regién entre 2500 y 1600 cm™ es usada para identificar bandas relacionadas con los
aniones nitratos y determinar el tipo de coordinacién de este ion en sus complejos. Por
tanto, es necesario hacer una breve descripcion de los modos de coordinacién del ion
nitrato, y como esto afecta su simefria vibracional y su identificacion mediante

espectroscopia infrarroja.
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Tabla 11. Tipos de coordinacién del ion nitrato en sus complejos.

Tip6 de coordinacion ESstructura Simetria
0
. . \
I6nico (no coordinado) M+ N'==0 D3,
/
(o}
M—Q
Monodentado N*—O0—M N*=—0 C,,0C,
0 Gy 0 G
O
Bidentado W Ne=o Ca
NS
[o]
M—O
M—O0
\ N*==0
Puente /N’=0 0/ C,,0 Cs
M—oO |
Sz M G

Si bien existe una amplia variedad de modos de coordinacién del ion nitrato, " los mas

comunes en complejos metélicos (tabla 11 y figura 30) son:

1) IONICO. De simetria Dsp,, presenta seis modos normales de vibracién, de los cuales dos
estan doblemente degenerados (tabla 12, figura 30). El modo vibracional v4 (A’1) es inactivo

en el infrarrojo.

Tabla 12. Frecuencias de absorcion y asignaciones para el ion nitrato (D). '™

Frecuencia (cm™) Vibracion Asignacién
1050 vi (A1) tensién NO; (simétrica)
831 v, (A"2) flexion fuera del plano
1390 vs (E) tension NO, (asimétrica)
720 v4 (E) flexion en el plano

A = Vibragion Simétrica respecto al gje principal de rotacion, E = vibracion doblemente
degenerada.

2) MONODENTADO, BIDENTADQ. Cuando el i6n nitrato se coordina a un metal, disminuye

su simetria de D3, a C,y (0 Cs), la doble degeneracién de los modos E” se desdobla en dos

componentes (A, y By), resultando todos los seis modos vibracionales activos en el infrarrojo
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(tabla 13 y figura 30). La separacién entre las bandas v, y v ha sido usada para diferenciar
entre la forma monodentada y bidentada del nitrato coordinado, y su magnitud depende de

la naturaleza del metal y su estado de oxidacién.'®

Tabla 13. Frecuencias de absorcién y asignaciones para el ion nitrato (C,,)."®

Frecuencia {cm™) Vibracién Asignacién
1034-970 va (A1) tensién N-O
800-781 ve (B2) flexion fuera del plano
1531-1481 vy (B1) tension NO, (asimétrica)
1290-1253 vi (A1) tension NO, (simetrica)
739 vs (A1) flexion NO, (simétrica)
713 vs (B1) flexion NO, (asimétrica)

B = vibracitn antisimétrica con respecto al eje de rotacién de mayor orden.

3) PUENTE INTRA QO INTERMOLECULAR, uniendo dos centros metalicos o entre un centro
metalico y otro atomo (tabla 11). Debido a su baja simetria presenta los seis modos

vibracionales activos en el infrarrojo semgjante al nitrato monodentado y bidentado.

Longitud de Onda [nm]
7000 8000° 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000
1 1 1 | S —— H 1 L 1
_ Ionico v3 N vi v2 va
[Nl(en)al(N03’2 Xt /N':Q
~, °
Monodentado v vl Q‘m_’_ﬂ v2 ‘ ve v3}|vs
[Nifen),(NO;),] e
Bidentado | V1 v o N v2 v6 vs| [va
[Ni(en),(NOs)ICIO, N
T T T g T - T T T T 1
1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600

Frecuencia {cm}
Figura 30. Posicién de las bandas de nitratos en el espectro infrarrojo.'"

Si bien en el complejo las bandas del ligando CQ impiden diferenciar con claridad las
bandas del grupo nitrato, se han encontrado bandas a 1359, 844 y 742 cm” que

corresponderian a un nitrato idnico.
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Por otro lado, dos zonas en la regién de 2400 - 1700 cm™ aportan valiosa informacién de los
grupos nitratos debido a la aparicién de bandas que resultan de la combinacién de bandas
simples. Muchos estudios al respecto sirven de soporte para identificar el tipo de
coordinacion existente en sus complejos metalicos.

La zona entre 2400 = 2300 cm™ se caracteriza por la presencia de bandas débiles y anchas,
debido a la combinacién de las bandas de tension de los nitratos. El nitrato idnico presenta

una (nica banda de la combinacién (v; + va),'"

mientras que los nitratos coordinados
presentan dos bandas debido a las combinaciones (v + vi) ¥ (v2 + v4): ' Estas bandas
aparecen mas separadas cuando se tienen nitratos bidentados con un minimo experimental
de ~190 cm™."” EI complejo AQCQNO; exhibe bandas de baja intensidad en 2363 - 2330

cm™ propias del ligando, ademas de una banda a 2397 cm™” que se deberia a la

combinacién (v4 + vs) de un nitrato idnico (figura 31).

g1 25 1667

7

2350
Frecuencia [cm1]

Figura 31. Fragmento ampliado en la region 2430 - 2300 cm™ del espectro Infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AgCQNO,.

" 24

Una segunda zona de interés en los complejos de nitratos se encuentra entre 1800 - 1700

cm™. En esta zona el nitrato iénico presenta una tinica banda alrededor de 1760 cm™ debido



71

107

a la combinacioén (vq + v4), " mientras que los nitratos coordinados presentan dos bandas

debido a las combinaciones (v, + vs) y (v, + v3).im3 Para diferenciar entre los modos de
coordinacién (monodentado o bidentado) se ha propuesto que la diferencia de bandas (Av)
para el nitrato monodentado es de 5 - 26 cm™, mientras que para el nitrato bidentado es de
20 - 86 cm™. En los casos que ocurren ambos modos de coordinacién ylo adicionalmente
existe la presencia de nitrato idnico se observan hasta cuatro bandas con separaciones ain

menores (figura 32).' La intensidad de las bandas decrece en el orden i6nico,

monodentado y bidentado.'”
cm-'
1800 (775 1700 1775 1700 1775 1700 1775 1700
A B [+ D
i768
748 772\ 5o
1712 1742
1754 1735
. 1738 i .
Iénico Monodentado Bidentado Mixto

Figura 32. Bandas de combinacion tipicas de complejos con nitratos (A) i6nico Cu(asym-
Et,en),(NO;),, (B) coordinado monodentado Co(asym-Me,en)(NO;),, (C) bidentado
Ni(Py)2(NOs),, (D) mezcia de ambos Co(3-Pic)s(NOs),. '

A pesar de la presencia de bandas del ligando CQ en esta zona, en el complejo se logra
apreciar una banda a 1755 cm™ ausente en el ligando, que se deberia la combinacién (v, +

v,4) del nitrato iénico (figura 33).
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Figura 33. Fragmento ampliado en [a regién 1800 — 1700 cm™ del espectro Infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AGQCQNOs.

La regién entre 1650 — 800 cm™ muestra las bandas caracteristicas del ligando. La posicién
de dichas bandas y su asignacién hacen posible determinar la presencia de enlaces metal-
ligando, basado en los desplazamientoes de dichas bandas.

Las bandas intensas entre 1613 — 1570 cm™ se asignan a las vibraciones de tensién en el
anillo quinolinico. Si bien no se observa un apreciable desplazamiento de la banda v(C=C)
del anillo carbociclico, si presenta un significativo desplazamiento (Av ~ 21 cm™) en la
banda v(C=C) del anillo heterociclico. Ademas, junto a la banda a 1571 cm™ del ligando CQ
se observa un hombro correspondiente a la tensién v(C=N), que en el complejo aparece a
menor frecuencia junto a la banda a 1593 cm™ (figura 34). Estos desplazamientos en las
bandas del anillo quinolinico apuntan a la coordinacion del ion Ag(l) a través del nitrégeno
quinolinico N4. La banda correspondiente al grupo NH tipo anilina (1546 cm™) presenta un

desplazamiento demasiado pequefio para afirmar su posible coordinacion al ion metalico.
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Figura 34. Fragmento ampliado en la regién 1650 — 1450 cm™ del espectro infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AGQCQNQ;.

Si bien en la regién de 1500 — 1000 cm™ los espectros muestran muchas bandas del ligando

CQ, se mencionan aquellas que resultan importantes para confirmar o rechazar una posible
coordinacion al ion Ag(l):

e Enlazona de 1400 — 1300 cm™ (figura 35) las bandas referentes al aniilo aromético

(1383 — 1375 cm™) en el complejo aparecen desplazadas a mayor frecuencia (1392

- 1382 cm™); mientras que las bandas de flexién simétrica de los grupos metilo

(1368 cm™') y de tensién Ca~NH (1329 cm™)*® aparecen casi a la misma frecuencia

en el complejo AQCQNOQO;. En el complejo ademés sobresale una banda intensa a

1359 cm™ asignable a la tensidn asimétrica NO, de un nitrato iénico.
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Figura 35. Fragmento ampliado en la region 1400 — 1300 cm™ del espectro infrarrojo del

ligando CQ y del complejo AQCQNO;.

e La zona entre 1200 —~ 1100 cm™ (figura 36) presenta bandas de flexion C-H en el

plano del anillo quinoclinico junto a una pequefia banda de tensién C-N de la amina

terciaria.'® Si bien en el complejo las bandas G-H no presentan importantes

desplazamientos, esto si ocurre con la banda C-N del grupo trialquilamina.
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Figura 36. Fragmento ampliado en la regién 1200 — 1100 cm™ del espectro infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AGQCQNOs.
De lo anterior se confirma la existencia de un enlace metal-ligando a través del nitrégeno
trialquilamina N4 y por el contrario una ausencia de enlace a través del nitrégeno tipo anilina

Na.

La zona entre 900 — 700 cm™ (figura 37) muestra principalmente bandas C-H aromaticas de
flexion fuera del plano (874 — 800 cm™), flexién N-H de ta amina secundaria (770 cm™),
flexion asimétrica CH, en el plano (721 cm™). Adicionalmente el complejo AGQCQNO;
presenta bandas de flexién en el plano y fuera del plano a 743 y 847 cm™ respectivamente

tipicas en los nitratos iénicos.
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Figura 37. Fragmento ampliado en la regién 900 — 700 cm™ del espectro infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AQCQNO3.

Ademas, el espectro del complejo AQCQNO; presenta 2 bandas de baja intensidad a 455 y

415 cm™ ausentes en el ligando (figura 38), que son asignables a las vibraciones v(Ag-N) de

los grupos trialquitamino y quinolinico respectivamente. %"
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Figura 38. Fragmento ampliado en Ia regién 500 — 400 cm™ del espectro infrarrojo del
ligando CQ y del complejo AGQCQNO;.




77

De todo el andlisis por FTIR discutido antes se puede concluir que el compiejo AGQCAND;
consiste en un polimero tipo [AgCQ],"™ donde los iones Ag(l) estan enlazados a la CQ a
través de los nitrégenos quinolinico y trialquilamino (N; y N4 en la notacién usada) y los

iones nitrates se encuentran actuando como contraiones fuera de la esfera de coeordinacion.

4.2.3 Analisis de los espectros CP/MAS RMN de *C

Debido a su falta de solubilidad; el complejo AGQCQNQO3; no produce cristales para su estudio
por difraccion de rayos X y la obtencion de sus espectros RMN en solucion resulta
complicado por su falta de estabilidad en DMSOQ (Ver anexo A6). Por tal motivo se recurrié

al andlisis poco convencional de RMN en estado solido (CP/MAS RMN).

Con las asignaciones hechas en la seccién 4.1.4 para todos los carbonos en el ligando,
resulta mas sencillo realizar la interpretacién del espectro CQ/MAS RMN de *°C (figura 39-
A) para el complejo AgCQNO; valiéndonos de fa técnica de supresion no cuaternaria NQS
(figura 39-B). Asi, los desplazamientos quimicos (3) a 14,7 y 16.9 ppm corresponden a los
carbonos Cg no equivalentes, mientras que 8 = 22.2 ppm corresponde al carbono Cy-. Los
grupos metileno presentan & (ppm) = 32.0 (C3), 34.5 (C3), 50.2 y 55.1 (Cs), 60.0 ppm (Cy),
mientras que el carbono metino C,. aparece a & = 50.2 ppm. Los carbonos metino del anillo
quinolinico aparecen en un rango semejante al ligando (figura 39-A). Los desplazamientos
de los carbonos C, y C4 en el complejo estan invertidos respecto al ligando como ocurre

BUanYd 8l NitFdgenod Guindlinied esta protonado.
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Figura 39. Espectros CP/MAS RMN de **C del complejo AGCQNO;.
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La figura 40 y la tabla 14 resumen las diferencias entre los 5(*°C) del ligando libre CQ y el
complejo AGQCQNO;. Ademas, la tabla 14 muestra la variacion de los desplazamientos
quimicos respecto al ligando libre (Ad), donde sobresalen las variaciones de los
desplazamientos quimicos para los carbonos aromaticos y los carbonos alrededor del

nitrégeno trialquilamina N4, mientras que el carbono metino C;. permanece casi inalterable.

" 1267

Figura 40. Resumen de los 5(*>C) del ligando CQ (izquierda) y del complejo AGCQNO;
(derecha).
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Tabla 14. Asignaciones de los 5{(*°C) en estado sélido del complejo AGCGNO;, y su variacion
respecto al ligando CQ: 40 =15 (CQ) - & (AgCQNO3)I.

Carbono (Cy) relagv(g ZT%MS A0 (ppm)
2 152.3 0.8
3 97.8 0,4
4 151.6 1.1
5 125.3 0,7
6 125.3 0
7 135.7 0.1
8 126.7 0,5
9 147.3 2
10 175 18
1 50.2 0,1
2 | 34.5 0,8
3 320 3,8
" 60.0 52
5 55.1 (50.2)* 5.0 (2.7)"
& 16.9 (14.7)* 3.1 (0.5)*
1 222 22

* Los pares de carbones 5’ y 6’ ne presentan equivaleneia quimica en el estado sélido.

Las variaciones en los desplazamientos observados indican que la formacién de enlaces

metal-ligando ocurren a través de los nitrégenos quinolinico (N4) y trialquilamina (N4).

4.2.4 Analisis de los espectros CP/MAS RMN de *°N

La figura 41 muestra el espectro CP/MAS RMN de '°N del complejo AQCQNQs, donde se
observan apreciables variaciones en el desplazamiento quimico de los nitrégenos
quinolinico (N,) y trialquilamina (N4) respecto al ligando libre (tabla 15). Ademas, debido al
acoplamiento entre los nécleos de *°N con los de *“Ag y 'Ag (RMN-activos) las sefiales de
los nitrégenos directamente enlazados a iones Ag* ( N; y Ny) se presentan como dobletes

en el espectro, mientras que el nitrégeno tipo anilina (N,;) no presenta variacién apreciable
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en su desplazamiento quimico y aparece como singulete por la ausencia de enlace Ag™-N,.
Estos resultados confirman inequivocamente la existencia de enlaces metal-ligando en el
complejo AGCQNO;, con la participacién tnicamente de los nitrégenos quinolinico (N4) y

trialquilamina (N4) como puntos de coordinacién a los centros metélicos de Ag”.

15
N CPMAS NMR (p15 = 7ms)
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; n

~-279.2
-306.4

e
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(ppm)
Figura 41. Espectro CP/MAS RMN de *°N del complejo AGQCQNO;.

La figura 42 y la tabla 15 resumen las diferencias entre los 5('°N) del ligando libre CQ y el

complejo AGCQNO;, donde ademas se muestra el 5(*°N) del ién nitrato.

+
Ag.

N -329.11 N <—— -306.4 (d)

/(r /{ -
-278.3 -279.
H 279.2

NN \_/

-156. 4(d) )
-120.6 1J(Ag) = 67 Hz' +
Ag

[
N—

Figura 42. Resumen de los 5(*°N) del ligando CQ (izquierda) y del complejo AGQCQNO;
(derecha).
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Tabla 15. Asignaciones de los 5{*°N) en estado sélido del complejo AGCGNO,, y su
variacion respecto al ligando CQ: A5 = 16 (CQ) - & (AgCQNO3)!.

Nittogeno (No) ati\g(glpé"gwoz A (ppm)
1 156.4 35.8
4 279.2 0.9
4 -306.4 22.7

* El Nitrégeno de los iones nitrato presenta & = -1.6 ppm.

4.2.5 Andlisis de [a conductividad en DMSO

La conductancia molar de la metalocloroguina AGCQNO, recién disuelta en DMSQO se
encuentra en el rango de electrolitos 1:1 sugerido por Geary'* y si bien este rango no esta
totalmente establecido, la ionizacion del complejo (Ay = 35.3 Scm?mol™) es comparable al
AgNO; (Aw = 38.0 S cm?mol™) confirmando que se trata de un electrolito tipo 1:1. *'° De
este resultado se extraen dos conclusiones: Primero, la existencia de nitrate fuera de la
esfera de coordinacion, es decir actuando sé6lo como contraién de la forma [Ag(CQ)]NO;, y
no como ligando. Segundo, se descarta la posibilidad del dimero [Ag(CQ)].[NOs], por ser un
electrolito de tipo 1:2. Por lo tanto, la tnica forma posible del complejo es de un polimero
tipo [AgCQI.[NO3], como se propuso en el andlisis por FTIR. El ligando CQ no presenta

conductividad en DMSO.

4.2.6 Andlisis de los espectros ESI/FT-ICR

El espectro ESI/FT-ICR obtenido del complejo AGQCQNO; en DMSO (figura 43) muestra tres
picos intensos (>40%) que corresponden a los siguientes monocationes: cloroquina
protonada CQH" (m/z= 320.2), plata-cloroquina AGCQ" (m/z= 428.1) y cloroquina-plata-
cloroquina CQAgCQ* (m/z= 747.3). Cada pico presenta su respectiva distribucién de masa

isotdpica por la presencia de atomos con mas de un isotopo abundante (Ag y Cl).
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Otros picos menores (intensidad < 20%) corresponden a los monocationes: plata libre Ag*
(miz= 108.9), [CQ-N(CzHs)]" (miz=247.1) que es CQ sin su fragmento N{C,Hs),; complejo
CQAg*(AgCN) (m/z= 561.0); y los dicationes: CQH?* (m/z= 160), CQH,2" (m/z= 160.6),
CQAg®™ (miz=214.0), CQAGCQ* (miz= 373.6).
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Figura 43. Espectro ESI/FT-ICR del complejo AGCQNO; en DMSO (100 pg/mL).

Para rangos mi/z mayores que 700 Da se registraron complejos monocationicos del tipo
CQAgCQ*(AgCN), (n = 0, 1, 2,...) {figura 44), que podrian deberse a productos residuales
en el proceso de sintesis, aunque no se descarta que se formen durante un proceso de

descomposicion del complejo AGQCQNO,.
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Figura 44. Espectro ESI/FT-ICR del complejo AQCQNQ; en DMSO (100 pg/mL) para m/z >
700 Da.

El espectro ESI/FT-ICR del complejo en una mezcla de DMSO-Agua (4:96) incluye
principaimente cloroquinas protonadas (CQH*, CQH?") y el fragmento [CQ-N(C,Hs).]" (figura

45). Para este caso en particular no se detectd ninglin complejo de piata.

3201876
100 CcaHy**
80
60
247.0984
40
” /
150.0943
l 123.f495 l 1961685 350.2203
Lo n L
U IllrrllllIlllllllll[]llll]ll—llllllllllll'Illl|l|llllll’|(lll}llll]
100 150 200 250 300 350 400
Mass/Charge

Figura 45. Espectro ESI/FT-ICR del complejo AQCQNO; en DMSO:agua (4:96, 100pg/mL).



84

El espectro ESI/FT-ICR del complejo en una mezcla de DMSO-ACN (4:96, 100pg/mL)
presenta, ademas de los picos del complejo en DMSO, un pico muy pequefio asignable a la
especie (CQAgCQ)'AgNO; (m/z= 916) (figura 46). Esta sefial logra incrementarse para

bajas concentraciones del complejo (40 ug/mL).
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Figura 46. Espectro ESI/FT-ICR del complejo AGCQNQO;, en DMSO:ACN (4:96, 100 pg/mL).

Los resultados antes descritos son interesantes: Primero, se observa la existencia de dos
complejos monoméricos Ag-CQ de estequiometrias 1:1 (AgCQ) y 1:2 (AgCQ2); Segundo, las
especies complejas presentan ausencia de nitrato coordinado, lo que descarta su
participaciéon como ligando o que so6lo presentaria una débil interaccién con el metal.
Tercero, ademas de las especies complejas se ha observado una cantidad apreciable del
ligando libre (CQ) y pequefiisimas cantidades de Ag” libre, lo que indicaria que todas las
especies anteriores serian los primeros productos de descomposicidon del complejo

AgCQNO;, que en presencia de agua ocurre de manera mucho mas rapida.
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Fragmentacion por IRMPD (Disociacién Multifoténica Infrarroja) de la especie
compleja CQAgCQ+ (miz= 747.3).
El monocatién CQAgCQ" fue aislado y luego fragmentado usando pulsos IRMPD de 700 ms

(60%P). El espectro de masas de los fragmentos presenta resuitados muy similares al

(miz= 428.1) (figura 47), indican que la disociacion del complejo CQAgCQ procede via

pérdida de CQ y A>g+ segun la siguiente secuencia:

CQ.,Ag' —» CQ+ CQAg'—» Ag' +2CQ

100 106.9
Ag* CcQag? +
4281 CQAgCQ
80 747.3
80
40
20
0 l T l T I T l ) [ T I T l T [ T T l T T [ 1 l T 1
100 200 300 400 500 600 700
miz

Figura 47. Espectro de masas de la especie CQAgCQ" fragmentada por IRMPD.

Para explicar el fenbmeno de descomposicion del complejo debemos analizar la fuerza de
los enlaces metal-ligando en el complejo y como la competencia de los iones Ag* y H" por el
ligando CQ puede afectar la ruptura de estos enlaces favoreciendo la descomposicién del
complejo. Para determinar la fuerza de enlace relativa Ag*-N una buena aproximacion vélida
es la teoria HSAB'" seguin la cual el orden de dureza de los nitrégenos en la CQ es Na(sp?)
> N4(sp”) > Ny(sp?), donde el nitrégeno quinolinico (N;) es el mas blando y el nitrégeno tipo
anilina (N,) &8 & mas duro; Iuegd ton &l ioh biando Ag” §é forman enlaces cuyd fuerza
disminuye en forma inversa a la dureza del nitrégeno. Por tanto, como se encontrdé en los

experimentos, los enlaces mas favorables son Ag*-N, y Ag'-N, (en ese orden). Ahora bien,
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la fuerza H*-N puede analizarse por la basicidad de los nitrégenos N, y N,. De acuerdo a
los valores de pKa (8.1 para N, y 10.2 para N,) se favorece una protonacién primaria del
nitrégeno ftrialquilamina (N4), lo que indica que en solventes préticos como el agua la
descomposicidn ocurriria primero por la ruptura de los enlaces Ag-N,, favorecido por la
facilidad de protonacion del nitrégeno y el débil enlace metal-ligando. Finalmente ocurriria la

ruptura de los enlaces Ag—N;.

En contraste, célculos DFT realizados por el grupo de Davalos'® para las especies en la
figura 48 muestran que la afinidad metal-idnica (en fase gaseosa), definido como cambio de
entalpia en la reaccién 1, 4,H°(1), es mayor en N; que en N, (tabla 16). Esto implica que la
energia de disociacion de enlaces para Ag'-CQ(N;) es mucho mayor que para su
comespondiente Ag"=CQ(N3) lo que explicaria por qué no se observan especies Ag:CQ*

durante la ruptura de enlaces en medios préticos como el agua (figura 45).

MCQ*[1] McQ*[2] M,cQ?*

Figura 48. Compuestos usados por Davalos y col.'® como modelos teéricos para el calculo

de las afinidades proténicas (M = H) y Ag’-catioénicas (M = Ag) de los nitrégenos en la CQ.

Ademas, los datos en la tabla 16 muestran una mayor afinidad proténica que metal-iénica
del ligando, lo que explicaria por qué se favorece la formacion de las especies protonadas

de cloroguina &n solventas proticos.
MCQ* —» M'+CQ (M=H, Ag) AH(IM) (1)

M,CQ* — M*+CQM’[1] (M =H, Ag) AHRM) @)
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Tabla 16. Afinidades protonica (M=H) y Ag-catiénica (M=Ag) de la CQ en fase gaseosa.

cQ MCQ1]
Sitio de enlace Aﬁnid@ da Aﬂ:id-ad 2 aﬁr-“dg-db 2 af'“lrlic.iad
proténica catié%icaa protonica Ag-cationica®®
N; (sp), 1] 996.5 191.5
N« (sp®), [2] 963.6 166.0 791.1 87.3

2En kJ-mol™, ° Definido por la ecuacion 2.

Con las energias de enlace Ag'-N conocidas es posible predecir las especies que se

formaran en la descomposicion del complejo AGCQNOs. Asi, el dimero [AgCQL* y el

polimero cat-ht s6lo generan las especies AgCQ*, CQ y Ag® en las secuencias de

descomposicion mostradas en las figuras 49 y 50; mientras que el polimero cat-hh ademas

genera la especie CQAgCQ" (figura 51). El polimero cat-hh disuelto en DMSO se disocia

primeramente por fos enlaces mas débiles Ag'~N, y luego por fos snlaces Ag'—N,

produciendo las especies Ag®, CQAGCQ", AgCQ" y CQ detectadas en el espectro ESI/FT-

ICR.
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Figura 49. Secuencia de descomposicién del dimero Ag,CQ,** de acuerdo a las fuerzas de
enlace Ag'-N én 1a cQ.
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En este contexto, los resultados encontrados por todas las técnicas de caracterizacion son
consistentes y demuestran que los cationes detectados por FT-ICR son especies
provenientes de la descomposicion del polimero cat-hh (figura 26 y anexos), lo que nos

llevan a propener para el complejo AGGQNO; la estructura mostrada en la figura 62.

— "[vos],
Cl
v

Ag-

N
N
/ NL\_(
=l -Ag- 8’N;__\_\
cl —/

Cat hh

cabeza (cat hh), cola-cola (cat tt).
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CAPITULO V:
ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

5.1 REVISION DE LA METODOLOGIA DE ANALISIS (ANTIBIOGRAMA POR DIFUSION EN
AGAR)115,116

El antibiograma es un método de estudio in vitro del comportamiento de los antimicrobianos frente
a los agentes infecciosos, y tiene como finalidad proporcionar informacion util para el disefio de
nuevas terapias antiinfecciosas o modificacion de las existentes. Con los resultados obtenidos

puede clasificarse a las bacterias como sensibles o resistentes a un determinado antimicrobiano.

Si bien una variedad de métodos se pueden usar para medir la susceptibilidad in vitro delos
microorganismos patdgenos a los antimicrobianos, el mas usado es la difusién en agar (método de
difusién por disco o Kirby-Bauer). Se trabaja con la medicién del halo de inhibicién de las cepas
patégenas que se genera durante el proceso de incubacién, donde el agente antimicrobiano se
difunde radialmente a través del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida que
86 aleja del disco hasta un punto déterminado, eh queé 1a toncentracion del antibiotico en &l medio
es incapaz de causar inhibicion. El didmetro del area de inhibicién refleja la sensibilidad o
resistencia del microorganismo (figura 53); y su tamafio esta influenciado por el grosor del medio

de cultive, la concentracién del indeulo; la carga (cencentracidn o peso) del antimicrebiane entre

ofros factores, que habran que tenerse en cuenta en la realizacién de fa técnica.
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Utilizando una modificacién del método de difusién en agar (pozos de solucién en vez de discos

por método de Kirby-Bauer, donde se
115

Figura 53. Antibiograma de Escherichia Ii efectuado
aprecia resistencia (superior e inferior de la figura), y sensibilidad (derecha e izquierda).

5.2 MATERIAL BIOLOGICO

Se usaron las cepas gram negativas Pseudomona aeruginosa (27853), Escherichia coli
(25922) y las cepas gram positivas Staphylococcus aureus (25923) y Bacillus subtilis

(6051) certificadas por la ATCC (Coleccién Americana de Especies Tipo).

6.3 EQUIPOS

e Estufa incubadora

¢ Autoclave

5.4 MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Muller-Hinton Merck
e Agar Casoy Merck

e Caldo Casoy Merck
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5.5 PROCEDIMIENTO

5.5.1 Preparacion del medio de cultivo

Se prepard una solucion de agar Maller Hinton disolviendo 5,7310 g en 155 mL de agua
destilada, con agitacién en caliente. Luego la solucion se esteriliz6 en autoclave, a 121 °C
y 15 psi de presién, durante 30 minutos. Posteriormente, la solucién, ain caliente (45-50
°C), se distribuy6 en las placas Petri estériles (cerca de 13 mL de la solucién por cada
placa, formandose, al enfriar, una placa de agar sélido de aproximadamente 2 mm de

espesor.

5.5.2 Preparacion de las muestras

Se prepararon soluciones 20 mg/mL de CQDP, CQ, AgNO; y el complejo AGCQNO; en

DMSO. Ademas, se prepard un blanco del solvente DMSO.

5.5.3 Preparacion de los inéculos

Se cultivaron las cepas bacterianas sobre agar Casoy y luego de 24 horas de crecimiento
de cada una se llevé un indculo a una solucion fisiologica de 0,85% de NaCl (3 mL de la
solucion fisiolégica por cada tubo de ensayo, un tubo para cada cepa, cuatro en total). El
in6culo se ajusté a una poblacién de 1x10° UFC/mL, y se realiz6 la coloracién gram para

determinar la pureza de cada cultivo.

5.5.4 Realizacion de la prueba de actividad antimicrobiana

Una vez obtenida la turbidez adecuada en los tubos de ensayo, se impregnd un hisopo
estéril con cada suspension y se eliminé el exceso de liquido rotando varias veces y
presionandolo sobre ias paredes internas del tubo, y se sembrd sobre la superficie seca
del agar Muiller—Hinton, contenido en las placas de Petri estériles, pasando el hisopo en

cuatro direcciones diferentes, sobre toda la superficie del agar. Se dej6 secar 5 minutos y
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se perforaron hoyos de 0,8 cm sobre los cuales se sembraron 1 mL de cada muestra
disuelta. Se incubd las placas a 37°C por 24 horas, y se midi6 los didmetros de los halos

de inhibicién con una regla.

5.5.5 Lectura de placas

Se midio los diametros de los halos con la ayuda de una regla milimetrada. La medida de

los didmetros se muestra en la tabla 17.

5.6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la tabla 17 y la figura 54 se muestran las medidas (y su comparacion) de los halos de inhibicién

de las soluciones del complejo AQCQNO;, el ligando CQ y la sal AQNO3; en DMSO.

Tabla 17. Medida (en mm) del didmetro de los halos de inhibicién del compiejo AGQCQNO; y los
compuestos implicados en su sintesis.

Solucién Gram positivas Gram negativas
(20mgml) g sureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
AgCQNO; 19.2 20,4 15.0 19.2

ca 8.8 9.8 10.0 10.0
AgNO; 19.2 20.4 16.0 28.8

DMSO 8.8 9.8 10.0 96




94

E. coli . ' P. aeruginosa

25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00 ~

o "@‘7
S

&

Q
K\

2 Digmatre del nozo 02 1a sotuciss o) = Digmwtre dal para de ta selucidn mm}

S. aureus B. subtilis

30,00
25,00
2000 7
1500 -

10,00 -
5,00
0,00

00
2500
20,00 -
15,00
10,00

500

0,00

3 Diametro del pora de B3 solugidn Immy = Diameiro del pozo de iz soludsdn imm)

Figura 54. Graficas comparativas de la capacidad inhibitoria de los compuestos AGQCQNO;, CQ,
CQDP y AgNO, sobre cepas gram negativas (E. coli, P. aeruginosa) y gram positivas (S. aureus,
B. subtilis).

De los datos reportados puede notarse que:;

~ Elligando libre CQ y su sal CQDP no muestran actividad antibacteriana significativa en las

condiciones estudiadas.

— Los compuestos conteniendo plata(l) -el complejo y el nitrato- presentan mayor actividad

antimicrobiana frente a todas las cepas probadas.

— Las bacterias gram positivas usadas presentan la misma sensibilidad frente al AGQNO; y el
complejo AGCQNO; en las condiciones de estudio. Mientras que las bacterias gram
negativas probadas son mas sensibles al AgNO; que al complejo AGCQNO; en las
condiciones de estudio. La Pseudomona aeruginosa presenta mayor sensibilidad al

AgNOs.
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Para responder estas cuestiones, es necesario, no sdlo entender los mecanismos de accién
biolégica posibles para los compuestos usados, sino también los mecanismos de proteccion,
desintoxicacion y resistencia de las bacterias frente a estos compuestos. Por ello, en base a los

reportes encontrados en la literatura se proponen las posibies causas de estos fenémenos:

1. Para ejercer su actividad biolégica la cloroquina, como base débil diprética, se acumula en
las zonas acidas (como vesiculas) de los parasitos y células tumorales. Sin embargo, esto
no seria posible en las bacterias usadas pues, a diferencia de los antes mencionados,
presentan un sistema de regulacién de pH citoplasmatico entre 7.2 - 7.8""" y carecen de
vesiculas eucariticas que puedan generar el gradiente de pH necesario para la
acumulacién de las especies cloroquinicas. Por ello, como se aprecia en los resultados se

espera una baja actividad de los compuestos CQ y CQDP.

2. De acuerdo a lo anterior, se esperaria que sélo los compuestos conteniendo plata(l)
bioactiva presentaran actividad antibacteriana, como se observa en los resultados de la
tabla 17 y la figura 54. De estos resultados se puede resaltar un hecho muy importante: el
complejo AQCQNO; conserva la bioactividad del ion libre Ag*. Como ocurre en algunos
complejos de plata(l), el ligando CQ serviria de acompariante/estabilizante de la plata(l), y
el complejo actia como un compuesto liberador de especies idnicas de Ag(l) (ver seccion
te especirometria de masas FT-ICR) que &jéfcen ia vergadera actividad antibacteriana; y
debido a que el complejo libera menos iones libres Ag® por unidad de masa, se esperaria
que el AgNO; presentara la mayor actividad antibacterial, tal como se aprecia en los
resultados experimentales. Sin embargo, debe notarse que las pruebas de actividad
biolégica se hicieron con una misma masa de los compuestos y no con una cantidad
equimolar, por lo que no es posible afirmar que la sal de plata(l) sea méas efectiva que el
complejo AGCQNQO;3. Por el contrario, debido a que el complejo contiene menos de la
mitad dé plata(l) gueé 1a sal nitratd, &l tomplejo séria muchd Mas activo. La determinacion
de los MICs, dilucidaran la verdadera eficiencia de los compuestos de plata(l) frente a las

bacterias estudiadas.
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3. Los principales mecanismos de defensa de las bacterias frente a metales toxicos son: a) la
precipitacién extracelular de los iones téxicos por sustancias excretadas por las bacterias;
b) la unién de los cationes metalicos en las cubiertas celulares, por lo general basada en
las cargas negativas de los constituyentes de la pared celular; c) la acumulacion
intracelular por la unidén de los iones metélicos a los componentes citoplasmaticos; d) las

o o i e e om Ay aeag S

transformaciones redox gue viertén aigu

S en especies quimicas menos
toxicas; vy, e) los sistemas de expulsién de la membrana que impiden la acumulacion de
los iones nocivos. '® Sin embargo, las diferencias (morfolégicas y fisiolégicas) entre
baeterias no permite que actien cen los mismos meecanismos de defensa; sine que estos
son diferenciados de acuerdo al tipo de bacteria. Asi, la diferencia de las paredes
celulares entre bacterias gram positivas y gram negativas juega un rol fundamental para
disminuir o aumentar la sensibilidad a los biocidas metdlicos, y generar nuevos
mecanismos de resistencia a 1os mismos, ya que la gran mayoria de compuestos acttan
sobre los componentes de la superficie celular y/o de la membrana citoplasmatica de las

bacterias, lo que implica una resistencia natural a través de la estructura de la pared

gelUlar Y SU EOMPOSIcion quimica.

La mayor complejidad de las membranas (extema e interna) de las bacterias gram
negativas con alto contenido de proteinas (figura 55) le induce mayor sensibilidad a los
biocidas metdlicos debido a que estas resultan ser muy buenos blancos para la
coordinacién de los iones metalicos. Y aunque estas bacterias presentan una resistencia
intrinseca a través de las porinas y otros sistemas de expulsion catidnicas eneégia-

gependianites, s mayor el ingreso da iofhes AG' a raveés de 138 porinas.
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Figura 55. Comparacion de la pared celular de las bacterias (A) gram positivas y (B) gram
negativas.'"®
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Reportes indican que bacterias E. coli mutantes carentes de porinas en la membrana externa son
més resistentes a especies Ag®."”® Por otro lado, la gruesa capa de peptidoglucanos, y &cidos
teicoico v lipoteicoice (figura 55) en las bacterias gram pesitivas forman una barrera acumuladera
de iones metalicos. Si bien resultados encontrados se contrastan mucho con los reportados en la
literatura, " Ia falta de correlacién con algunos de los resultados preliminares presentados aqui se
deberia al efecto solvatante del DMSO en los compuestos de Ag® (se forman especies hasta

Ag(DMSO0)," en solucion de AgNO; en DMS0),™" y la composicién del medio de cultivo.'?

Los resultados "preliminares” presentados hasta aqui confirman la buena actividad def complejo
frente a bacterias gram paositivas y gram negativas, es decir, la actividad antimicrobial del ion libre

Ag® se conserva en la metalocloroquina AGQCQNQO;. Ademas, los resultados indican que su



98

mecanismo de accién seria el de liberacion de especies idnicas conteniendo cloroquina y plata(l)
bioactiva, como ocurre con muchos compuestos de plata incluyendo las nanoparticulas, que

interactuarian de modo similar a los iones Ag* frente a las biomoléculas de las bacterias.”
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CAPITULO VI:
CONCLUSIONES

> Se sintetiz6 la metalocloroquina AGCQNO;, inexistente en la literatura, a través de una
reaccion estequiométrica entre AQNO; y CQ base obtenida de CQDP, usando acetonitrilo

como solvente.

> El andlisis elemental de la metalocloroquina sintetizada proporcioné la férmula empirica
AgCysH2sN4O5CI, vy los ensayos de conductividad en DMSO demostraron su naturaleza

ibnica en la forma [AgCQ]'[NOs] "

> La caracterizacion de la metalocloroquina por las técnicas espectroscépicas de FTIR y
CP/MAS RMN demostraron que la coordinacién a los centros metélicos de Ag” ocurre a
través de los nitrégenos quinolinico (N,) y trialquilaminico (N4); mientras que el estudio por
espectrometria de masas FT-ICR confirmé la naturaleza iénica y polimérica siendo mas
probable una estructura de tipo cabeza-cabeza (cat-hh) poco comun entre los complejos
de plata e inexisténte éntre 1as Metalociorogquinas conocidas hasta [a actualidad. Ademas,
los estudios por FT-ICR han llevado a plantear un mecanismo mediante el cual la
metalocloroquina se descompone en disolucién generando especies idnicas de plata y
cloreguina. Los resultades también muestran que la presencia de agua en el medio
acelera la descomposicion de la metalocloroquina, verificandose por calculos

computacionales que el caréacter basico Brénsted es predominante en la competencia

Ag'H" por la CQ en medios préticos como el agua.
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» Los ensayos preliminares de actividad antimicrobial muestran que la metalocloroquina
AgCQNO; presenta una actividad biolégica similar a las sales de plata(l) frente a bacterias
gram positivas y gram negativas, por [o que su mecanismos de accién, sustentado en los
estudios de descomposicion, seria la liberacion de especies bioactivas de Ag(l)-CQ que
ejercen su verdadera actividad como ocurre con muchos compuestos de plata de similar
comportaniento.

» Los resuitados antes mencionados nos llevan a pensar que cémo en el caso de las
metalocloroquinas de oro y otros compuestos de plata, la metalocloroquina AGCQNO;

presenitaria bughas propiedades frefite a ofras enfermedades como malaria y ¢ancer, o

gue habra que verificarse en trabajos posteriores.
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ANEXOS

A1. NOTACION Y ENUMERADO DE ATOMOS USADOS PARA LA CQ

X

' Nitrégeno trialquilamino
%

(Ng)

Nitrégeno tipo anilina

(Na) H \

SN

4

Anilloaromatico
heterociclico ™\

Anillg aromatico
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Nitrégenoquinoh'nico‘/‘v
(Ny
Figura A1. Estructura de la cloroquina (CQ) = 7-Cloro-4-(4'-dietilamino-1’-metilbutilamino)quinolina

A2. FUNDAMENTO DE LAS TECNICAS INSTRUMENTALES

Andlisis elementalde C, H, N

El analisis elemental por combustién se utiliza para la identificacion y analisis quimico de muestras
sélidas y liquidas de alta pureza (mayor al 99%). La técnica esta basada en el método clasico
propuesto por Pregl-Dumas:. la muestra colocada en capsulas de aluminio o estafio se introducen
a un horno donde ocurre su oxidacién completa e instantanea por la combustién en exceso de
oxigeno puro a altas temperaturas (~1100°C) usando catalizadores para asegurar que la reaccion
sea completa. El peso (%) de cada elemento (C, H, N) se obtiene de la cantidad de gases

producidos (CO,, H;0, N,) ssparados y determinados por téenicas cromatograficas.
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Figura A2. Principio de operacion de un analizador elemental: [a muestra se quema en la camara
de combustion, los gases pasan al tubo de reduccion para que salgan sélo N,, CO, y H,0, y luego
a la camara de mezcla donde se mantienen en condiciones controladas de presion, temperatura y
volumen. Posteriormente los gases N,, CO, y H,O se separan en ia columna de separacién y se
miden sus eluciones con un detector de conductividad térmica. **°

Espectroscopia molecular (Ultravioleta-Visible e Infrarrojo)'**

Cuando un material transparente (sdlido, liquido o gaseoso) es irradiado con una radiacién
electromagnética, parte de la energia (en forma de fotones) es absorbida por sus atomos y
moléculas que lo conforman, los mismos que pasan de un estado de mas baja energia o
fundamental, a un estado de mayor energia o excitado. Los fotones de diferente energia producen
diferentes transiciones energéticas, es decir que su absorcién ocurre en diferentes regiones del
espectro electromagnético. En la figura A3 se muestra los diferentes tipos de transiciones, donde
ademas se menciona las regiones del espectro electromagnético a donde pertenece dicha

transicion.
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Figura A3. Estados electrénicos (E), vibracionales (V) y rotacionales (R) de una molécula
poliatdmica. Las transiciones electrénicas de mayor energia ocurren en la regién UV-Vis, mientras
que las transiciones vibracionales y rotacionales de menor energia ocurren en ia regién dei iR
medio y lejano respectivamente.'®

La espectroscopia molecular esta basada, en fa medida de la radiacién absorbida (o transmitida)
por una molécula, y que es capaz de generar transiciones electrénicas en la molécula
(Espectroscopia UV-Vis) o transiciones vibracionales/rotacionales (Espectroscopia Infrarroja). Las
técnicas reciben el nombre precisamente de la regién del espectro electromagnético donde ocurre
dicho fenémeno. De manera practica se ha encontrado que para que una molécula sea activa en
la espectroscopia UV-Vis es necesario la existencia de grupos cromdforos (grupo de atomos con
electrones o, m, n, d o f que sean capaces de absorber [a radiacion durante sus transiciones
electrénicas); y para la espectroscopia Infrarroja es necesario que el componente eléctrico de la
radiacion interaccione con el momento dipolar del enlace, es decir exista un cambio neto en el
momento dipolar del enlace. Por ello, la espectroscopia UV-Vis ayuda a identificar ciertos grupos
(cromoéforos) organicos € inorganicos, y la espectroscopia infrarroja sirve para identificar grupos
funcionales a través de la vibracion/rotacion de sus enlaces interatomicos a determinadas

longitudes de onda o frecuencias.
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Espectroscopia RMN en estado s6lido*>'?®

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se basa el fenémeno de
RESONANCIA MAGNETICA que exhiben algunos nucleos con espin | # 0, cuando son colocados
en un campo magnético intenso e irradiados con energia proveniente de un oscilador de
radiofrecuencias (4 — 900 MHz). La aplicacion del campo magneético origina (21 + 1) niveles
discretos de energia debido al desdoblamiento de los niveles de energia de los nlcleos
inicialmente degenerados (Efecto Zeeman). La separacion energética de los niveles desdoblados
se encdentra en la regién de las ondas de radio por le gue un barride en un range determinade de
esta region genera un “espectro de resonancia magnética nuclear’ caracteristico para un
compuesto y su estructura quimica, similar a la espectroscopia infrarroja. Los valores de

radiofrecuencia dependen del nticleo que se desea estudiar.

Un esquema sencillo de un espectrometro se muestra en la figura A4. En él, la muestra en
rotacion es sometida a un campo magnético estatico (Iman solenoide) mientras se le aplica pulsos .
de radiofrecuencia perpendicular al campo magnético a través de una espiral (Bobina de RF). La
emision de radiofrecuencia la recoge la misma bobina cuando se conecta al circuito de deteccion
después de un retraso de microsegundos fras el final del pulso de RF. Las bobinas shim y la
rotacion de la muestra sobre su eje sirven para compensar la heterogeneidad del campo

magnético aplicado.

Imfn
solenoide

Direccibn del

Bobina de RF

Fuente
& Detector
rudiofrecugncia

Contref
ded pulso

I~ Bobinay
[~ skim

Figura A4. Esquema de un instrumento de FT-RMN.'?’

La posicidn de los picos de absorcién de resonancia (desplazamiento quimico, 5) se miden con
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relacion al pico de resonancia de una sustancia patrén interno (tetrametilsilano, TMS, para 'H y

13C; nitrometano para "*N).

Mientras que en liquidos y disoluciones se obtienen espectros de alta resolucién con picos
estrechos donde se observan casi facilmente los acoplamientos entre distintos ndicleos; y por
tanto, no es complicado determinar dtomos enlazados, entornos de coordinacion y otros datos de
relevancia; en estado sélido aparecen bandas anchas y poco definidas, de las que apenas se
puede sacar informacion. La causa principal se debe a que muchas de las interacciones entre los
momentos magnéticos nucleares y el campo magnético (tabla A1) dependen de la orientacién de

est08, y &n una muéstra $olida no es posible promediar &3tos efettos, comd 5 sutéde &n liquidos.

Tabla A1. Resumen de las principales interacciones en RMN en estado sélido. **®

INTERACCION CAUSA EFECTO
. Interaccion del momento Responsable de la

Iz_nt_egg:_lm magneético del nucleo con el separacion de los niveles

eeman . . .
= campo magnético aplicado. de energia
Desplazamiento ﬁg%fgggg‘ﬂg&iﬁfﬂ? Cambio en la frecuencia
guimico electrones del nticleo. de resonancia del ntcleo.
Interacciones r&g@:ggnaeun;;ed?:g:;sa r Ensanchamiento de las
dipolares que depende de la estructura. lihéas de résdnancia

Interaccion indirecta entre

. - anchamiento de las
espines nucleares mediada Ensancham

Interacciones de

pi i onancia
espin por electrones. lineas de resonanci

. i i cle .
Interacciones Interaccién del espin nuclear Dar lugar a varias bandas

con el gradiente de campo
cuadrupolares eléctrico no esférico de lared. " el espectro RMN

Todas las interacciones que se dan en RMN poseen un componente isotrdpico que no depende de
la orientacién del campo magnético aplicado, y otro anisotrépico, que si. En la tabla A1 se

presenta un resumen de estas interacciones. Debido a que muchas de las partes anisotropicas de
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las interacciones dependen de la expresion matematica 3cos®6-1, la interaccion del campo
magnético con las moléculas en las distintas orientaciones en estado sélido se miden por el &ngulo
8. Consideraciones geométricas simples han permitido concluir que el giro de una muestra
policristalina dispuesta con un angulo 6 respecto al campo magnético aplicado (figura A5) conduce
a un promedio Gnico de fa funcion <3cos’8=1>. Por tanto, si el angulo O se elige de tal modo que
3c0s%6-1= 0 (6 = 54°44"), todas las interacciones que dependan de la expresion 3cos’6-1 se
anulan. Este angulo es conocido como angulo maégico, y es el que da nombre a este tipo de
técnica, MAS RMN (Resonancia magnética nuclear bajo giro en dngulo magico). Sin embargo, no
siempre se pueden eliminar todas las interacciones porque no sélo dependen del término angular,
sino también de su magnitud, lo que obliga a usar elevadas velocidades de giro para mejorar la

resolucion del espectio de RMN (figuia AB).

Figura A5. Representacion esquemdtica de la disposicion experimental para el giro de la muestra
en el andlisis por RMN en estado sélido. En MAS, 8 = 54°44'.'%°
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Figura A6. Espectro MAS RMN de °C (125MHz) de glicina en polvo uniformemente marcada con
3C (10%) a diferentes velocidades de rotacién (en la figura se sefialan las frecuencias de
rotacién).m

La deteccién directa de ntcleos poco abundantes como °C, 2°Si o N conduce normalmente a
una baja polarizacion de su espin, y por o tanto, a una relacion sefial/ruido baja; y los tiempos de
relgjacion para estos nucleos son largos debido a la ausencia de interacciones dipolares
homonucleares asociados a dichos nucleos. Para aumentar la intensidad de la sefial de nucleos
como el *C y el N, muchos experimentos de RMN en estado sélido incluyen la transferencia de
polarizacién de nlcleos abundantes (normalmente ‘H) utilizando la técnica de Polarizacién
Cruzada (CP) que consiste en una secuencia de pulsos mediante los cuales se transfiere la
polarizacién de nicleos muy polarizados de 'H (nicleos abundantes) hacia los nacleos poco
polarizados de '*C o "N (ntcleos poco abundantes), lo que agiliza la obtencién del espectro de

RMN. La figura A7 muestra esquematicamente la ocurrencia de la polarizacién cruzada.
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Figura A7. Explicacién del fenomeno de Polarizacién cruzada (CP) en RMN."*®

Debido a que en C NMR, los carbonos metileno y metino se polarizan méas rapido que los
carbonos metilo y cuaternario, un tiempo de contacto corto durante la polarizacién cruzada
produce un espectro consistente de sefales CH y CHy. La supresion no cuaternaria (NQS, Non-
Quaternary Suppression) o desacoplamiento interrumpido es una técnica sencilla que permite
distinguir los atomos de carbonos cuaternarios de aquellos con uno o dos protones directamente
enlazados. Esta discriminacion esta basada en el acoplamiento dipolar entre los protones y los
atomos de carbono directamente enlazados. La secuencia de pulsos NQS usa periodos o
“ventanas” de tiempo del orden de 40ps antes de la adquisicion del espectro, cuando los campos

de radiofrecuencia estan apagados.
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Espectrometria de masas FT-ICR™®

La Resonancia Ciclotrénica de lones con Transformada de Fourier (FT-ICR) es la espectrometria
de masas con la mayor resolucion alcanzable actualmente, y estd basada en el efecto de un
campo magnético sobre la trayectoria de particulas cargadas (movimiento ciclotrénico). Los iones
generados por ionizacion electronica, o provenientes de una Tuente extemna (ESIH MALDI, &ic.) se
introducen en una celda de confinamiento y analisis. La celda esta situada dentro de la regién de
un campo magnetico permanente homogéneo e intenso (By, entre 1 y 25 T) producido
generalmente por una bebina superconductera. La figura A8 muestra un esquema sencillo de un

sistema ESI/FT-ICR.

ékimmer2
magneto superconductor
Fuente de iones de blindaje activo
ESI skimmer 1 transportador Gptico
/ hexapolo pde lones P
llave ge
capllar ‘ vaclo
D 0
U =
| Y
I \
l celda de
Presion 1 mbar 107 mbar 10 mbar 10 mbar 10‘8mbar 10"° mbar ICR

atmosférica.
(1 mbar = 100 Pa}

Figura A8. Transportador 6ptico de iones y estadios de bombeo diferencial para adaptar una
fuente ESI a un instrumento FT-ICR. Sélo la celda ICR esta dentro del magneto superconductor.'®!

Dentro de la celda ICR, los iones son acelerados (proceso de excitacion) coherentemente
mediante pulsos de radiofrecuencia (RF) hasta alcanzar radios de giro adecuados e inducir
sefiales de carriente imagen en las placas de deteccidn (proceso de deteccion) como se muestra
en la figura A9. La sefial completa esta formada por sefiales sinusoidales, cada una de las cuales
tiene la frecuencia ciclotrénica de la correspondiente especie iénica presente en la celda. Una vez
amplificada, la sefial se digitaliza y acumula en un ordenador, luego mediante un algoritmo rapido
de Transformada de Fourier (FT) se extrae la frecuencia y amplitud para cada componente,

deconvolucionando y registrando de esta manera un espectro de intensidades en funcién de la
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relacion m/q (espectro de masas, figura A9).

),
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Figura A9. Representacién esqueméﬁia del proceso de excitacion y deteccién en una celda
ICR."

Una ventaja de la FT-ICR sobre otras técnicas radica en la posibilidad de almacenar iones
(positivos y negativos) en la celda ICR en un tiempo que va desde milisegundos a minutos a muy
baja presion. Ello permite observar y seguir las reacciones entre iones y moléculas neutras
obteniéndose informaciéon cuantitativa sobre la cinética y la termodindmica de los procesos.
Ademas, los iones se pueden aislar y someter a estudios individualizados como la excitacién
cinética con radiofrecuencias o la activacién selectiva de algunos de sus enlaces por medio de
radiacion proveniente de 1aseres apropiados. Esta Ultima dpcion conduce a uha fragmentacion
controlada de los iones y proporciona una informacion muy valiosa sobre su estructura. Las
técnicas de Disociacion multifoténica infrarroja (Infrared Multiphoton Dissociation, [RMPD),
Golisién superficial inducida (Collision-induced dissociation, CID), fotediseciaciéon ultravioleta
(Ultraviolet photodissociation, UVPD), Disociacion por radiacién infrarroja de cuerpo negro
(Blackbody infrared radiative dissociation, BIRD) y Disociacién por captura electrénica (Electron-

capture dissociation, ECD) son muy usadas para la activacion y fragmentacién selectiva de los

iones seleccionados, muchas veces complementado con célculos computacionales.
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Ensayos de conductividad en solucién'®

La capacidad de sus disoluciones para conducir la corriente eléctrica, es un importante método de
caracterizacion de las sustancias i6nicas. Asi, las sustancias cuyas disoluciones tienen mayor
conductividad constan de un mayor nimero de iones (una disolucién de [Co(NH3),CO5]JNO; tiene
una conductancia inferior que una de [Co(NH,)sCI]Cl, de la misma concentracion). Midiendo la
conductividad (conductancia molar, Ay) de la disolucién de un compuesto, es posible determinar si
una unidad de férmula de dicho compuesto consta de 2, 3, 4 6 mas iones; es decir, para un
complejo metélico puede predecir la presencia y el nimero de especies ionicas fuera de su esfera
ye coordinagion (tabla A2).

Tabla A2. Intervalos de conductancias molares (A\y) esperados para electrolitos de 2, 3,4y 5
iones (~10° M) en solventes comunes a 25°C."*

Disolvente f,:iz',’;éf,?:g . Ti-po de eleetreli-to .
1:1 2:1 3:1 41
Agua 784 118-131 235-273 408-435 ~560
Dimetilsulfoxido 46.6 23-42
Nitrometano 35.9 7595 150-180 220-260 290-330
Nitrobenceno 348 20-30 50-60 70-82 90-100
Acetona 20.7 100-140 160-200
Acetonitrilo 36.2 120-160 220-300 340-420
Dimetilformamida 36.7 65-90 130=170 200-240
Metanol 326 80-115 160-220
Etanol 243 35-45 70-90

Aungue las medidas tipicas de conductividad de complejos sengillos de (por le general) ligandes
inorganicos se realizan en sus soluciones acuosas, €l uso de agua como un disolvente para medir
la conductancia de otros muchos complejos es, a menudo, indeseable debido a problemas de
hidrélisis, o es impracticable debido a la falta de solubilidad del complejo. Por ello, el uso de
disolventes organicos ha aumentado rapidamente. Por desgracia, el nimero de los disolventes
que se utilizan para el estudio de los compuestos de coordinacion, la amplia variacién en los tipos

de complejos estudiados, y las diferencias en las condiciones experimentales, ha llevado a la
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situacion actual en la que hay mucha confusién en relacién al rango de conductancia esperado
para un tipo de electrolito en particular, por lo que las medidas de conductancia molar deben

complementarse con otras técnicas de caracterizacién.

A3. REACTIVOS QUIiMICOS

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron:

» Nitrato de Plata (Merck), AGNO; (M = 169.87 g/mol; P.fus. = 212 °C)

e Difosfato de Cloroquina (Sigma), CysH26NsCl.2H;PO4 (M = 515.92 g/mol; P.fus.=
193 °C)

e  Hidroxido de Amonio (Fermont), NH,OH (M =.35.05 g/mol; Pvapor = 475 mm Hg a
20 °C)

e  Eter dietilico (Fermont), O(C,Hs). (M=74.12 g/mol; P.eb. = 34.6 °C),

s Acetonitrilo (Tedia), CHsCN (M = 41.05 g/mol, P.eb. = 82 °C)

e Dimetilsuféxido (Fermont), (CHs),SO (M = 78.13 g/mol, P.eb. = 189 °C)

e n-hexano (Fermont), CgHy4 (M= 86.18 g/mol; P.eb. = 69 °C)

e Acetona (Fermont), C3HsO (M = 58 g/mol; P.eb. = 56°C)

¢ Metanol (Fermont), CH;OH (M =32 g/mol P.eb.= 64°C)

e  Etanol (Fermont), C;HsOH (M =46 g/mol P.eb.= 78°C)

e  Cloroformo (Fermont), CHCl; (M = 119.5 g/mol P.eb = 61°C)
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A4. SOLUBILIDADES DE CLOROQUINA (CQ) Y DIFOSFATO DE CLOROQUINA (CQDP).

Tabla A3. Solubilidades de CQ y CQDP a 20°C.

Solvente Polaridad™* cQ CQDP
Agua 100.0 Insoluble Muy soluble
Metanol 76.0 Poco soluble Soluble
Etanol 65.4 Poco soluble Poco soluble
Acetonitrilo 46.0 Poco soluble Poco soluble
Dimetilsuiféxido 44.4 Soluble Poco soluble
Cloroformo 259 Muy soluble Insoluble
Eter etilico 11.7 Muy soluble Insoluble
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Figura A10. Espectro UV de un patrén de fosfato de cloroquina (CQDP) a 10"*M en medio HCI
0.01N.
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Figura A11. Espectro UV de la cloroquina base obtenida (CQ) a 10™M en medio HCI 0.01N.
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Figura A12. Espectros UV superpuestos de la CQ base obtenida (en rojo) y del patron CQDP (en
negro) a 10™*M en medio HCI 0.01N.
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A6. RESULTADOS DE RMN EN SOLUCION
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Figura A13. Resumen de asignaciones de los 8('H), 5(**C) y 5("°N) para la CQ en DMSO-ds.
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Figura A14. Resumen de asignaciones de los 5(*H), 8(**C) y 5("*N) para el complejo AQCQNOs en
DMSO-ds. Los resultados indican la ruptura de los enlaces Ag-CQ por la descomposicion del
complejo.
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A7. OTROS ESPECTROS FT-ICR

CQAgt
4281
100 ]
] CQAgCQ®
7413
80
7 Agt
ﬁﬂ’j: ? : COHE-‘» CQH*
i C0,H§+ 320.2
3 : 4 .
40___ Eods ' 8 ;
3 % J/ [CQ=N(C,H;), 1#
17 4
20“; ! J CoAg?* .' caagea’t caagtagen
11 g0 M0 2474 3736 §61.0
0*1’"“:'311 TT"'ér ! L 1 Y atbas Ji t{%li& 2 LJ.__
XA - ALY mmmﬂmTT!T]fﬂrfT‘"fTﬂmmﬂmm
100 200 300 400 500 600 700
mz

Figura A15. Espectro ESI/FT-ICR del complejo AGQCQNOs en DMSO (100 pg/mL).
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Figura A16. Espectro ESI/FT-ICR del complejo AQCQNO; en DMSO (40 pg/mL).
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A8 ANTIBIOGRAMAS

o

Figura A17. Prdebas de inhibicion bacterial de: (1) AGCQNOs, (I1) CQ, (Il) CQDF3 y (IV) AgNO; a
20mg/mL sobre Staphylococcus aureus.

e Loy iy . X P i & .

Figura A18. Pruebas de inhibicion bacterial de: (1) AGCQNOs, (Il) CQ, (Ill) CQDP y (IV) AgNOs a
20mg/mL sobre Escherichia coli.
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Figura A19. Pruebas de inhibicion bacterial de: (1) AGCQNOS, (Il) CQ, (Ill) CQDP y (IV) AgNOs 2
20mg/mL. sobre Pseudomonas aeruginosa.

Figura A20. Pruebas de inhibicién bacterial de: (I) AGQCQNO;, (Il) CQ, (Ill) CQDP y (IV) AgNO; a
20mg/mLl. sobre Bacillus subtilis.
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