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RESUMEN

Este trabajo describe la búsqueda de nuevos agentes con potencial quimioterapéutico 

basados en complejos metálicos y organometálicos los cuales tienen actividad in vitro 

e in vivo contra cepas de leishmania y malaria, principales enfermedades tropicales. 

En el primer capítulo se da una revisión breve acerca de las principales enfermedades 

tropicales. La mayoría de estas enfermedades se transmiten por la picadura de un 

insecto, ya que en las zonas tropicales el clima es caliente y húmedo, creándose las 

condiciones más apropiadas para la vida de los mismos, estos insectos actúan como 

vectores transmitiendo de un hombre infectado a un hombre sano, los parásitos, 

bacterias o virus que son los causantes reales de las enfermedades. La malaria, 

filariasis, esquistosomiasis, leishmaniasis, tripanosomiasis y la fiebre amarilla son las 

enfermedades tropirales más comunes. En el capítulo 2 se describen algunos 

conceptos sobre las fom as de interacción de compuestos (que en este raso serán los 

complejos metálicos) con el ADN, así como la raracterización de estas interacciones 

mediante técnicas como la viscosidad, desnaturalización térmica, dicroísmo circular, 

electroforesis etc. Dichas técnicas ayudaron a elucidar las formas de interacción y los 

posibles mecanismos de acción de los complejos metálicos en estudio. En el tercer 

rapítulo se da una revisión bibliográfica del arsenal terapéutico tradicional disponible 

para el tratamiento da Leishmaniasis, así como los complejos metálicos y ligandos 

potenciales en estudio, enfocando principalmente sus mecanismos de acción, de 

resistencia, actividad farmacológica y toxicidad.

Finalmente, en el cuarto y quinto capítulo se hace una revisión de los agentes 

disponibles para combatir la malaria, la cual es una enfermedad parasitaria que afecta 

a cerca de 500 millones de personas y rausa más de un millón de muertes al año. 

Entre las especies de Piasmtáium  que afectan a los seres humanos, P. Plasmodium 

fálciparnm produce la forma más peligrosa de la enfermedad, la que representa más 

del 90% de las muertes. Entre los medicamentos antipalúdicos existentes, la 

cloroquina (CQ), una 4-aminoquinolina, es una droga potente y de bajo costo, siendo
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esta última cualidad esencial para las poblaciones con poco acceso a los sistemas de 

salud. En los últimos años, la aparición de cepas de P. falciparum resistentes a la 

cloroquina ha generado la búsqueda de nuevos fármacos antimaláricos y es aquí 

donde la química inorgánica medicinal tiene un papel muy importante. Por ejemplo, se 

destaca el compuesto organometálico denominado ferroquina (FQ, SR97193), que 

presenta el grupo ferrocenil como parte integrante de la cadena lateral de la CQ. La 

ferroquina es capaz de afrontar el problema de la resistencia a la cloroquina y su 

mecanismo de acción ha sido el centro de atención de muchos investigadores. Se cree 

que la ferroquina es rapaz de inhibir la formación de pigmento de la malaria 

(hemozoina) y generar especies reactivas del oxígeno. En esta revisión se muestra 

alguna de las modificaciones que ha sufrido la estructura de la fe rr^u ina  con el 

objetivo de entender su mecanismo de acción.
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OBJETIVO

Realizar un estudio bibliográfico acerca de los complejos metálicos y organometálicos 

que presentan actividad farmacológica para el tratamiento de enfermedades 

tropicales como leishmaniasis y malaria.
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INTRODUCCIÓN

Las enfermedades tropirales constituyen un peligro para la salud mundial. Se calcula 

que tres billones de humanos, además de un número mayor de animales domésticos 

y salvajes, sufren parasitosis. En un sentido científico general, el tém ino parásito 

incluye a los virus, bacterias, hongos, protozoos y helmintos. Es de amplio 

conocimiento, que en algunos países tropicales las infestaciones parasitarias son 

endémicas en un 80% de la población. En estos países este tipo de enfermedades 

son la principal causa de muerte. Por eso, una de las prioridades de las 

investigaciones médicas de muchos de estos países es la búsqueda de 

medicamentos efectivos contra las enfermedades parasitarias. En ese sentido, cabe 

recordar que los éxitos de la medicina dependen en gran medida de los avances de la 

química medicinal y la industria farmacéutica, las cuales están estrechamente 

relacionadas con la química inorgánica, bioinorgánica y la síntesis química. A pesar 

de los grandes avances en la lucha contra las infecciones durante el siglo pasado, las 

enfermedades parasitarias humanas representan un problema médico global. Esta 

situación alarmante se debe principalmente a la falta de interés por parte de la 

industria farmacéutica de los países industrializados. Dicha ausencia se debe, a que 

estas enfermedades afectan, principalmente a las personas de escasos recursos en 

los países del tercer mundo (de regiones tropicales y subtropicales). Aunque los 

organismos de los parásitos de la leishmania y Malaria son diferentes, se presentan 

algunas similitudes bioquímicas que facilitarían la búsqueda de fármacos efectivos. La 

leishmaniasis se viene tratando desde hace unos 60 años con antimoniales 

pentavalentes que son considerados los fármacos de primera elección para el 

tratamiento de esta parasitosis, estos tipos de fármacos presentan serias desventajas 

como efectos cardio, nefro y hepato tóxicos, inactividad por vía oral, eficacia limitada, 

aunado al incremento desproporcionado de su costo, lo cual obliga a la búsqueda de 

nuevas alternativas quimioterapéuticas más racionales.

La malaria o paludismo representa una de las enfemedades ¡n u d o sa s  más 

importantes a nivel mundial, siendo Áfrira el lugar donde ocurren el 90% de los
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contagios y muertes y la mayoría de los casos fatales son producidos por el 

P/asmtáium fálcipamm. La propagación de la resistencia de este parásito a la 

cloroquina y a otros fármacos como la quinina, mefloquina, halofantrina y 

pirimetamina-sulfadoxina, es la principal dificultad que existe en la lucha contra la 

malaria. Esto hace imperativo el desarrollo de nuevas estrategias para su control 

quimioterapéutico.

En ese sentido, la química de coordinación representa una de las estrategias que 

ha surgido actualmente, como un arma para revertir la resistencia a drogas 

desarrolladas por este tipo de parásitos en especial por el Plasmodium folciparnm, la 

más letal de las especies que infectan al hombre.
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Capitalo 1
E N F E ^ M D E S T R O T ^ L E S

1. DEFINICIÓN

Las enfermedades tropicales son enfermedades infecciosas que son 

prevalentes en regiones tropicales y subtropicales. Estas enfermedades son menos 

prevalentes en climas templados, debido en parte a la ocurrencia de una estación fría 

que controla la población de insectos al torearlos a hibernar. Insectos tales como los 

mosquitos y las moscas son de lejos los portadores de enfermedades o "vectores" 

más comunes. Estos insectos pueden transportar un parásito, una bacteria o un virus 

que es infeccioso para los seres humanos y los animales. Frecuentemente, la 

enfermedad es transmitida por la picadura de un insecto que ocasiona la transmisión 

del agente infeccioso por medio de intercambio subcutáneo de sangre. La exploración 

de selvas tropicales, la deforestación y creciente inmigración y tráfico aéreo 

internacional ha llevado a una incidencia progresivamente globalizada de tales 

enfermedades. En la tabla 1 se obsedan algunas de las enfermedades tropicales y los 

vectores que las ocasionan.1

Tabla 1. Prindpalre de enfernedadre y p a ^ itre  que la originan
ENFERMEDAD PAfltólTO VECTOR

leishmaniasis Leishmaniasp Phletotomite y  Lfáomtfa

E squ istre^ias is Sch&ttt>^m a^?ni,S. ja^n& jm Caracol de agua dulce

S. ha^attMum

Fiede amarilla ta tov im s del género F la rn i^ Mosquito a ^ ^ ti
F ila rias i Mosquitos del género Anchete, 

Cutex y  Marnonia

O n ro ^ rn ^ is Moscas del género Simutium

Tripanosomiasis a ffie n a Mosra tse-teé

T iranra>m ¡{^am erícana Chínche triatoma

P a l^ i^ ro  o Malaria Ptas^táium fatd^mm, P. 
P. ovate y P. malarias

Mosquito spp.
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En la actualidad hay un número limitado de fármacos antiparasitarios efectivos 

y seguros para uso humano; algunos son poro tolerados debido a sus numerosos 

efectos secundarios y en otros casos no existe una adecuada terapia, como ocurre por 

ejemplo en los estadios crónicos de la enfermedad de Chagas. Otros problemas de los 

fármacos de uso clínico incluyen su limitada disponibilidad, el elevado costo y el 

incremento cada vez más acelerado de la aparición de resistencia a los mismos, sobre 

todo en los casos de terapias únicas. Así, los fármacos utilizados actualmente en el 

tratamiento de estas enfermedades están lejos de ser ideales y muchos de ellos 

fueron introducidos d ^ d a s  atrás. Los problemas asociados con algunos de los 

fármacos comúnmente utilizados en el tratamiento de la malaria y leishmaniasis así 

como las terapias combinadas utilizadas o introducidas recientemente2 se resumen en 

la tabla 2.

| Tabla 2. Algunre fá r n a ^  utilizados en el tatamiento de la malaria y leishmaniaisis
Emani edaa

íarasitnrftfinnm  ¿nuuuj

"¿rnsae m  liíju
y^rriirDüifl an00155'

Malaria C lor^uina Resistencia

Sulfadoxina/Pirimetamina

M efi^u ina

E f^ tre  secundaria

Artemisina

Artemeter/lumefantiene

A tavaquon^pr^uanil

C lorpr^uanil/dapsona

Elevado creto

tóshmaniMB Pentamidina Baja eficacia

A n ti^ n io  pentavalente Resistencia

Anfotericina B li^ s ^ a l Elevado creto

Miltefosina E fecto  secundaria

14
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2. ENFERMEDADES PA^SITA R IAS  TROPICALES: LEISHMANIASIS Y M AI^RIA

2.1. LEISHMANIASIS

2.1.1. D eserción

La leishmaniasis se describe como una serie de enfermedades 

antropozoonóticas con una diversidad epidemiológica y clínica impodante. Es causada 

por un parásito perteneciente al género leishmania y transmitida a través de la 

picadura de insectos dípteros hembra del género Ph/ebotomus en el viejo mundo y al 

género Luteomyia en el Nuevo Mundo. Aunque existen otras posibles vías de 

transmisión como congènita, sexual y transfusión sanguínea. Afecta el tejido cutáneo, 

mucosas y órganos del sistema mononuclear fagocítico, produciendo los cuadros 

clínicos de la leishmaniasis cutánea, mucocutanea, cutánea difusa y visceral. La 

leishmaniasis es una enfermedad endémica con una amplia distribución a nivel 

mundial, se encuentra en los cinco continentes afectando 88 a países de los cuales 72 

se encuentran en vías de desarrollo. Tiene una prevalencia de 12 millones de 

personas y una población en riesgo de 350 millones de casos por leishmaniasis 

cutánea y medio millón de casos debido a la leishmaniasis visceral. Sin embargo, se 

considera que el número de casos que se presentan a nivel mundial es mayor que el 

reportado oficialmente.3

2.1.2. Cararterístiras del parásito

El género leishmania es un grupo de protozoos flagelados pertenecientes a la 

familiar Typanosomatidae, orden Kinetoplastide, que requiere escencialmente dos 

hospederos diferentes para completar su ciclo biológico: (a) un insecto que cumple el 

papel de vector del parásito y (b) un vertebrado, principalmente mamíferos incluyendo 

al humano, que cumple el papel de reseworio o de hospedero definitivo. El parásito 

presenta dos estadios (figura 1.1): el promastigote (forma extracelular) y el amastigote 

(forna intracelular). El promastigote es una forma móvil de aproximadamente veinte
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mieras de largo que posee un flagelo adherido a un organelo similar a la mitocondria, 

llamado kinetoplasto. Metabòlicamente, utilizan aminoácidos y azucares como fuente 

principal de energía en condiciones aerobias. El pH (7) y la temperatura de desarrollo 

(25 -  27oC) de este estadio del parásito, claramente se parecen a las condiciones 

biológicas del intestino del insecto. Los amastigotes viven dentro de vacuolas 

lisosomales de las células fagociticas.4 A diferencia de los promastigotes carecen de 

flagelo y presentan una forma ovalada o redondeada y miden de dos a cinco mieras de 

diámetro mayor, poseen núcleo, generalmente excéntrico y adyacente a éste se 

encuentra el Kineplasto.5 Su pH y temperatura óptima de desarrollo es de 4 a 5 y 37°C 

respectivamente. Bioquímicamente su principal fuente de energía son los ácidos 

grasos de cadena larga las cuales puede transformar en CO2 y agua en mayor grado 

que los promastigotes.

Fgura 1.1. Formas ^m a stig o te  (izquierda) y am astigot^ 

(derecha) de la leishmania*

2.1.3. El V ^ o r

La leishmaniasis es transmitida por la picadura de flebótomos, pequeñas 

moscas que abundan tráo el año en las zonas tropicales y en el verano, en las zonas 

templadas. Se reconocen cinco géneros de flebótomos principales: Ph/ebotomus, 

Sergentomya, Luteomyia., Warileya y Bmmptomya. Pero, se reconocen como vectores 

de la leishmania solo a dos: En Europa, Asia y África, el género Ph/ebotomus, y en 

Amérira, el género Luteomyia 6 (figura 1.2). Se raracterizan por ser insectos pequeños
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que miden de 2 a 3 mm de longitud y de costumbres nocturnas. A nivel de su saliva se 

han descrito varias sustancias que desempeñan un papel muy importante en el 

proceso de transmisión del parásito.

Ftyura 1.2. Es^tám en del genero Lutzomy/a sp.a

2.1.4. El ciclo de vida

Todas las especies de leishmania son morfológicamente similares en su ciclo 

de vida involucrando un hospedero vertebrado y uno invertebrado. Puede considerarse 

que el ciclo inicia cuando el vector pica un reseworio y/o hospedero infectado, 

ingiriendo con la sangre, los parásitos en forma de amastigotes (figura 1.3); muchos de 

estos son destruidos en las primera horas pero otros se transforman en promastigotes, 

se digieren al intestino medio del insecto en donde se multiplican rápidamente por 

fisión binaria longitudinal, luego migran a la proboscis, localizándose alrededor de la 

válvula esofagiana. La transmisión del parásito ocurre cuando el insecto se alimenta 

nuevamente y regurgita los parásitos almacenados en la válvula esofagiana 

dejándolos en la laguna de sangre que se formó en la piel con la piradura.
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Etapa del Inserto

O
Etapa del Humano

O

A .  Etapa rontagiosa 
A *  Etapa de diagnóstiro

1. Inroulaaón de los prom astigote en la piel

2. PrOTastigot̂  fagrotróos martófagre
3. Prom astigote ^  tiansfom an w  am astigote 

in b a ró u la ^e n te

4. C a s tig ó te  ^  multipliran en rótulas

5. M ^ u ito  a b a rró  macrófagos in f^ ta d re  ron 

amastigotes

6. Ing^tión  de rólulas p a rá s ita s  en el mosquito

7. C a s tig ó te  ^  transforman en promastigotes 

en el in te tin o  del m ^ u ito

8. División de promastigotes en el intestino

Figura 1.3. C ido de vida del paráato de la l&shmania.*

2.1.5. Manifestaciones c lín is s

Las manifestaciones clínicas de la enfermedad son variables, dependiendo de 

la virulencia de la especie infecciosa, la susceptibilidad del huésped y las 

coinfecciones. Estas pueden ser divididas en tres grupos principales7: i) leishmaniasis 

visceral: conocida como Kala azar, en la que la forma más grave puede atacar el 

hígado, bazo y médula ósea, llevando al paciente a la muerte, ii) leishmaniasis 

cutánea, que se caracteriza por úlceras crónicas en la piel que se desarrollan en el 

loral de la piradura del insecto vector y iii) leishmaniasis m u ^ ^ n r a  que se 

caracteriza por presentar úlceras cróniras similares a la forma cutánea ^ r o  tienden a 

reaparecer a pesar de haberse ciratrizado en las mucosas de la nariz y de la boca. En 

general están asociadas a infecciones secundarias que conllevan a la destrucción de 

grandes extensiones de tejido.
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2.2. MALARIA

2.2.1. D ^ rc ri^ó n

Los plasmodíos, parásitos causantes de la malaria, se transmiten por la 

picadura de mosquitos Anopheles. Existen más de 100 especies de Plasmodium que 

infectan reptiles, aves y mamíferos.8-9 La enfermedad en el hombre está tu s a d a  por 

cuatro especies diferentes: P. falciparnm, P  vivax, P. ovale y  P  malariae. De ellas, la 

especie P. falciparnm  es la más relevante, por ser altamente infectante, producir gran 

morbilidad, ser la especie más agresiva con el índice de mortalidad más alto, estar 

ampliamente distribuida y ser la causa más frecuente de malaria endémica (provoca el 

80% de los casos de malaria).

2.2.2. Distribución de la malaria a nivel mundial

Según la Organización Mundial de la Salud, en su reporte sobre la malaria en 

el mundo 2005 (figura 1.4), el paludismo o malaria es la rausa de muerte de más de 

un millón de personas anualmente y constituye un riesgo para 3.200 millones de 

personas que viven en 107 países y territorios. Los niños menores de 5 años 

representan, con mucho, la mayor parte de las defunciones. El 14% de la población de 

las Américas vive en situación de riesgo, pero la parte de defunciones de esta región 

en el total mundial es mínima. Colombia es uno de los países en Sur América de alta 

incidencia del protozoario Plasmodium falciparnm, con 160.000 casos reportados en 

2003.10
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..J tomalatb

Figura 4. DisWbudón g e ^ rá fira  de la malaria a nivel mundial.10

2.2.3. Ciclo de vida del ftfasmtáium fatd^mm

Con la piradura de un mosquito faofe/es  hembra infectado, los esporozoitos se 

transfieren a la corriente sanguínea humana (A) (Figura 1.5). Los esporozoitos invaden 

las células hepáticas e inician su división asexual, que resulta en la producción de 

varios miles de merozoitos (B). Los merozoitos se liberan desde las células hepáticas 

para infedar los eritrocitos en la corriente sanguínea (C). Una vez dentro de los 

eritrocitos, la reproducción asexual ocurre en ciclos de 48 horas (D).11 Los parásitos se 

desarrollan en etapas anulares, tropozoitos y luego en esquizontes. En la etapa de 

segmentación, cada esquizonte se divide, típicamente, en 16 merozoitos eritrocíticos, 

los cuales se liberan por lisis del eritrocito e inmediatamente invaden nuevos 

eritrocitos. Una pequeña parte de los parásitos en la etapa sanguínea sufre 

diferenciación en gametocitos hembras y machos (E), los cuales entran en el mosquito 

cuando éste pira a una persona infectada.
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L »  células hepáticas 
los Mporozoitos 

ini dan su división sexual

/  Eritrocito' ̂  
/E ^uU onto^^\
' 1  Tropozoltos»

G am  c In c rt o
he ir t i ras
V machos

' M llo t  d o
OsporozoitoB Zig OtO

Lososporozoitos w  transitori i s t  / 
a la coniente sanguinea humana - M I /

Picadura do un 
mosquito

Varos mito de 
to ro zo lto .

C ì

d e  u n  m o s q u i to

Figura 1.5. Ciclo de vida del parásito de la malaria del P. fala^wm, esquema

sim plifirado."

En el intestino del mosquito, los gametocitos hembras se desarrollan en 

macrogametos y los gametocitos machos se dividen de 4 a 8 microgametos 

flagelados. Los gametos hembra y macho se fusionan formando un zigoto (F). Éste 

último se transforma en un oocineto móvil que penetra en la pared del intestino y se 

convierte en un oocisto, residente bajo la membrana extema del intestino medio del 

mosquito. La división asexual dentro del oocisto produce miles de esporozoitos, 

liberados al romperse el oocisto, migrando luego hacia las glándulas salivares.12

2.2.4. M a n if^ ta c io n ^ clíniras

Las manifestaciones clínicas de la malaria son escalofríos y palidez cutánea, 

que se alternan con sensación de calor y rubefacción cutánea, sequedad e 

hipertermia. Frecuentemente, el paroxismo febril se acompaña de cefalea, mialgia, 

hepatoesplenomegalia y anemia. La infección por P. falciparum puede complicarse 

con un cuadro de malaria grave, caracterizada por una anemia impodante 

(hematocrito <20%), hi^rparasitem ia (>5%), hipoglucemia, afección renal y cerebral, 

con alteración de la conciencia y coma.
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Capífalo2
ADN: F O ^ ^ S  DE IN TE ^C C IÓ N  OTN LOS

M E T Á L IC ^Y  T E < ^ ^ S  DE ^ ^ T E W ^ C IÓ N  
______________________________  ^

1. FORMAS DE INTERACCIÓN CON EL ADN

El ADN (ácido desoxirribonucleico, figura 2.1) es un polímero de nucleótidos 

que consta de dos radenas unidas entre sí a través de las bases nitrogenadas 

orientadas antiparalelamente formando una doble hélice. Los nucleótidos se unen 

entre sí mediante un enlace éster entre el ión fosfato y la desoxirribosa. Las bases 

nitrogenadas son derivadas de anillos púricos (Adenina, A, Guanina, G) o pirimidínicos 

(Timina, T, Citosina, C) y se unen a través de puentes de hidrógeno de forma 

complementaria, de tal manera que la adenina siempre se une a la timina y la guanina 

a la citosina.

Figura 2.1: Esfructura del las cuafro ta s »  n ifr^enadas del 

se d iseñen a lo largo del ^ u e le to  de rc ú ra r-^ ^ to  en un 

determinado orden.13
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Debido al conocido papel determinante del ADN en la rep leción  celular y la 

transmisión genética, los ácidos nucleicos son generalmente el primer objetivo en el 

estudio de la acción de los fármacos. Se conocen muchos compuestos capaces de 

interaccionar con el ADN. La naturaleza de las especies químicas que interaccionan 

con el ADN varía desde cationes metálicos sencillos hasta un grado elevado de 

complejidad como el de las entidades supramoleculares que resultan de un proceso de 

autoensamblaje entre ligandos orgánicos y rationes metálicos. Estas interacciones 

pueden alterar la estructura y funciones (replicación y/o transcripción) de los ácidos 

nucleicos lo que constituye la base para el uso de estos compuestos en biología 

molecular y como fármacos antitumorales. En la literatura se pueden encontrar las 

diferentes formas obseroadas de interacción entre complejos de metales de transición 

con ligandos polipiridínicos y ácidos nucleicos. En general, estos modos de interacción 

pueden ser de tres tipos (figura 2.2); electrostátitt (binding ertemo), binding de 

superfcie en los surw s de la doble h é lltt del ADN e in te rnación

Figura 2.2: Formas de in terararo  de un ^ m p u ^ to  ron el ^ N :  

¡nteraroones elrotrostátiras, interraladón y unión al surro.13
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1.1. Interarción e l^ ro s tá tira :

La interacción de tipo electrostática está fuertemente determinada por la carga 

positiva del metal central y la naturaleza de los ligandos que son los que definen la 

carga neta del complejo. Los complejos del tipo M (Li) (L2)2+n donde M = Ru(ll), Os(ll), 

Rh(lll), Li = diimina bidentada y L2 = 2,2'bipiridina, 1,10 fenantrolina y que poseen 

carga +2 ó +3 son fuertemente atraídos por el esqueleto de fosfatos, cargados 

negativamente, periféricos de la doble hélice del ácido nucleico. Este tipo de 

interacción se verifica en varios de estos complejos.

1.2. Unión al surro

La unión de superfcie ocurre en los surcos mayor y menor de la doble hélice y 

generalmente está relacionado con interacciones por puente de hidrógeno entre 

especies que tienen grupos aceptores de enlace de H o grupos donores y los 

heteroátomos de las bases. Los surcos mayor y menor son formas espaciales que 

quedan definidas por el ángulo y tipo de torsión de la hélice. El tamaño y otras 

características de los mismos, dependen del tipo de conformación espacial adoptado 

por el ADN (condicionada, a su vez, por el medio) y de la composición de las bases 

que lo constituyen.13-14 Los compuestos que se unen por los surcos se suelen unir al 

surco menor. Por lo general, son estructuras alargadas y con múltiples grupos capaces 

de formar puentes de hidrógeno.

1.3. Internación

Los complejos metálicos que se unen al ADN por intercalación se denominan 

metalointercaladores. Estos complejos contienen ligandos aromáticos heterocíclicos 

planos y espacialmente extendidos los cuales pueden insertarse y anclarse en el 

espacio existente entre los pares de bases nitrogenadas apiladas de la doble hélice. El 

ligando dppz reúne todas las condiciones necesarias para introducirse entre las bases
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y, por lo tanto, muchos complejos de metales de transición que poseen este ligando 

interactúan con el ADN por intercalación.115 Este tipo de interacción se caracteriza por 

presentar en los e sp o ro s  de absorción, una disminución de la absorbancia y 

desplazamiento hacia el rojo cuando el complejo está unido al ADN. Cabe aclarar que 

si a A £ 320 nm el ADN no absorbe, los cambios en la absorción están relacionados 

con los cambios en el microambiente del ligando dppz del complejo. Luego de la 

intercalación entre las bases nitrogenadas los orbitales n* del ligando intercalado 

podrían acoplarse con los orbitales n de los pares de bases disminuyendo la energía 

de la transición produciendo el efecto batocrómico obseroado. Por otro lado, los 

orbitales n acoplados estarían, ahora, parcialmente ocupados por electrones, 

disminuyendo la probabilidad de transición y, consecuentemente, dando como 

resultado el hipocromismo obseroado.16

Un metalointercalador se puede emplear para producir la rotura del ADN. 

Mientras que las unidades plano-aromáticas se insedan en el ADN, el metal y los 

restantes ligandos permanecen en uno de los surcos, y en algunos casos se 

establecen enlaces de hidrógeno entre grupos funcionales del ligando y el carbonilo o 

el N-3 de la guanina. Como ejemplo de metalointercalador se presenta los complejos 

de Rutenio ampliamente estudiados.1718 El ligando dppz del complejo se une al ADN 

por in ternación entre los pares de bases (figura 2.3). Como resultado de la 

in ternación, las propiedades físicas del ADN se ven modificadas de forma que la 

inserción del cromóforo plano estabiliza, alarga, fija y desenrolla la doble hélice 

produciendo alargamiento de la misma, la cual origina variaciones en la viscosidad y 

en el coeficiente de sedimentación del ADN. El incremento de viscosidad asociado con 

un proceso de intercalación constituye la base de las medidas viscosimétriras como 

método experimental para poner de manifiesto la existencia de intercalación.
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Figura 2.3. Complejra de rntenio ron ligandos dppz que se unen al ADN a través de 

la interalación entre Ira  pares de bases.19

2. TÉCNICAS EMPLEADAS PARA EL ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN DE 

COMPUESTOS CON EL ADN

La gran mayoría de las técnicas empleadas están basadas en los cambios 

físicos que se producen en el ADN e incluso en el propio compuesto, con la formación 

de un complejo entre ambos. En lo que resta de este capítulo, se expone de manera 

resumida el fundamento fisicoquímico y las principales ventajas e inconvenientes 

relativos de una serie de métodos empleados para estudiar las uniones del compuesto 

al ADN. Algunas de ellas se describen a continuación.

2.1. M uidas de vi^»sidad

Con la viscosimetría se miden las diferentes velocidades de flujo al paso a 

través de un tubo capilar (figura 2.4) de una disolución de ADN libre y de ADN en 

presencia del compuesto de estudio. Se emplea para compuestos intercalantes ya que
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la unión de éstos al ADN producen un alargamiento de la doble hélice que ocasiona un 

aumento considerable de la viscosidad (ver ejemplo en la figura 2.5).

Figura 2.4. Con una p i^ ta  se ¡ntrróure el líquido a analizar en la am a lla  A 

hasta más de la mitad de la misma. Insuflar aire de m róo que le líquido llene el 

volumen V qu^a n d o  un más amba del e n ra »  a. Se deja e ^ m r  el líquido 

un iendo en marcha el CTonómetfo en el momento en que la s u ^ rfc le  del líquido 

pasa ^ r  a y deteniéndolo en el momento que pasa ^ r  b.19

Figura 2.5. V i^ s d a d  e s ^ ff ir a  relativa de ADN de timo de ternera en p rie n d a  del 

in te rnan te  brOTuro de etidlo (^adradre) o de H ^ tfis t 33258 (biángulre), que ^  

une al ADN ^ r  el surro, repre^ntada en fondón de la rem ón de ligando unido.19
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En los artículos presentados en los capítulo 3 y 4 sobre leishmaniasis y malaria 

respectivamente, las medidas de viscosidad son llevadas a cabo en viscosímetro 

Ostwald, sumergido en baño de agua a temperatura de 25°C. El ADN es previamente 

sonicado por 30 min por periodos de 5 min cada uno seguido de 5 min de burbujeo de 

nitrógeno. La concentración del ADN es mantenida constante en todas las muestras, 

pero la concentración del complejo se va incrementándose. El tiempo de fluidez es 

medido varias veces usándose como resultado el promedio. Los datos son 

representados como / ^0)1/3 versus la relación [complejoy[ADN], donde ^ y t f  son la 

viscosidad especifica del ADN en presencia y ausencia del complejo respectivamente. 

Los valores de r\ y t f  son calculados de la expresión ( r - r b) / tb, donde tes  el tiempo de 

fluidez obsewado y tb es el tiempo de fluidez de la solución tampón. La viscosidades 

relativas del ADN son calculadas de la relación19 (^ / ^°).

2.2. Dicroísmo circular

La técnira de dicroísmo circular se basa en la interacción de la luz polarizada 

con moléculas ópticamente activas y mide la relación, respecto a la longitud de onda, 

de la diferencia de absorción de la luz polarizada circularmente a la derecha y a la 

izquierda. En los espectros, se representa la elipticidad molar (6), frente a la longitud 

de onda, de forma que 6 se relaciona con los coeficientes de extinción molar para las 

ondas polarizadas hacia la derecha (£r) y hacia la izquierda (ei).

Los espectros de dicroísmo circular se obtienen generalmente en los interoalos 

comprendidos entre 250-350 nm (ultravioleta próximo) y 180-250 nm (ultravioleta 

lejano) de la radiación electromagnética, porque estas son las regiones que 

corresponden a las transiciones electrónicas del esqueleto de los péptidos, cadenas 

laterales de las proteínas y las bases nitrogenadas del ADN. La aplicación de esta 

técnira a los ácidos nucleicos permite estab l^er una correlación entre el espectro que 

obsedamos y la confomación de la biomolécula (rambio en la estructura secundaria 

del ADN), debido a que es muy sensible a los pequeños cambios de orientación de las
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bases que pueden provocar tanto la apertura como el enrollamiento de la doble hélice. 

No obstante, no proporciona información sobre la estructura absoluta del 

polinucleótido. Así, cada una de las conformaciones del ADN presenta un espectro de 

dicroísmo circular característico, tal y como se muestra en la figura 2.6.

F ^ ra  2.6. de DC de 1 ^  f^m as A, B y C del ADN.M

Como ejemplo se presenta el espectro de dicroísmo circular del CT (calí 

thymus) -ADN (ADN de timo de ternera) en presencia de un metalociclo de Pd. Se 

aprecia una clara mráificación en los e s to tro s  a medida que aumenta r i 

(Concentración del metalociclo / ADN), lo cual demuestra que la perturbación en la 

molécula de ADN se debe al metalociclo. Se obseda como la elipticidad disminuye 

tanto en la banda positiva como en la negativa a medida que la concentración del 

metalociclo aumenta (Figura 2.7). Se ha descrito que la disminución de la elipticidad 

de la banda positiva es indicativa de una transfo^ación de la forma Ba la C del ADN. 

Este cambio está producido por un desenrollamiento de la hélice debido a una rotación 

de las bases cuando el compuesto se une al ADN.20 21“
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---- DNA

----- ri= 0 ,l
*  ri = 0,3 
-----h = 0,5

Figura 2.7. E s ^ ^ o s  de DC del ADN de i^ b a d o  con el

m etalrcido de paladio

2.3. E sp iro m e tría  UV- Visible y Fluorimetría

Se utiliza la espectrofotometría ultravioleta-visible porque el ADN absorbe en la 

franja del UV-visible, en concreto a una longitud de onda máxima de 260 nm, de 

manera que se pueden medir los cambios espectrofotométricos que sufren el ADN o 

los compuestos que se unen a él, al producirse la interacción entre ambos. La 

fluorimetría se puede emplear en el caso de moléculas fluorescentes (que al aumentar 

su estado de excitación por la absorción de fotones, vuelven al estado basal emitiendo 

radiación fluorescente o fosforescente si se da un cambio en el espín electrónico, que 

hace más lenta la emisión). Este tipo de moléculas suelen estar formadas por un alto 

número de electrones % deslocalizados, como ocurre con los policiclos aromáticos o 

los dobles enlaces conjugados, así como sustituyentes electrodonadores como -NH2,

^ H ,^ C H 3, n h c h 3.

En los artículos presentados en el capítulo 3 sobre leishmaniasis, Las 

titulaciones espectroscópicas son llevadas a rabo añadiendo rantidades rada vez 

mayores de ra lf thymus (CT) ADN a una solución del complejo de concentración fija 

que se encuentra en una celda de cuarzo y los espectros UV-Visible se registran
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después de cada adición de CT ADN. La absorción del ADN es restada por adición de 

la misma cantidad de CT ADN al blanco. La constate de unión Kb es determinada de 

la gráfica [ADN] i  (£a ^ b  vs. [ADN], donde [ADN] es la concentración del ADN en los 

pares de bases y los coeficientes de absorción aparentes {£a, £fy£tb  corresponden a 

Ate / [M], el coeficiente de extinción del complejo metálico libre y el coeficiente de 

extinción del complejo metálico en la forma enlazada respectivamente. Los datos son 

sustituidos en la ecuación (1), donde la pendiente es igual a 1 I {£b ^ b ,  el intercepto 

en yes 1 i  [Kb (£a ^ b  ] y Kbes obtenida de la relación de la pendiente a intercepto.23

[ADN] i  (£a ^ b  = [ADN] i  (£b ^  +1 i  [ ^  (£a ^ b ]  (1)

2.4. Desnaturalización térmira

La técnica calorimétrira más utilizada es la técn i&  de desnaturalización 

té m itt: el ADN se desnaturaliza a elevadas temperaturas, esto significa que sus dos 

hebras se separan por rotura de los enlaces de hidrógeno que las unen. A la 

temperatura que ocurre el fenómeno de desnaturalización se le llama temperatura de 

fusión ( 7m). El proceso de determinación de 7m se realiza subiendo la temperatura 

gradualmente desde 20° C hasta 80° C, midiendo la absorbancia de forma permanente 

a 260 nm. El valor de la absorbancia registrado va aumentando con la temperatura 

hasta alcanzar un máximo, que corresponde con el estado en que las dos hebras se 

han separado completamente. Cuando se une un compuesto al ADN, esta unión 

puede estabilizar las dos hebras frente al aumento de la temperatura, elevando así el 

7m de dicho segmento, o por el contrario favorecer la ruptura de los enlaces de 

hidrógeno, disminuyendo su 7m (figura 2.8).
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F ^ ^  2.8. R e p r^ n t^ ó n  de la curoa de fransidón té m ira  ^ ra  el 

doble hélice libre (-), en p re ^n d a  de un ligando que 

d ^ ^ ta b iliz a  la doble hélice (<=0 y en p re n d a  de un ligando que 

estabiliza la doble hélire (a)-15

2.5. E l^ro fo re s is  en gel

La electroforesis en gel es uno de los métodos más usuales para estudiar el 

ADN. Como el ADN es una macromolécula rargada negativamente, esta se somete a 

un campo eléctrico de dirección y tuerca constante de forma que se produce una 

migración diferencial de las moléculas o fragmentos de ADN en función de dos 

factores fundamentales: el tamaño y el grado de superenrollamiento. Para estudios de 

electroforesis se ha utilizado gel de agarosa y plásmidos de ADN tales como el 

plásmido pBR322. Los plásmidos se definen como material genético 

extracromosómico que aparecen en ba lerías.24 Este tipo de ADN presenta una 

medida fija y las moléculas se pueden encontrar mayoritariamente en dos formas: la 

tom a circular covalentemente cemada o superenrollada (CCC o forma I), que presenta 

un dedo número de vueltas superhelicoidales, y la forma circular abierta (OC o forma 

II) que es la forma relajada.25 Junto a estas dos formas, de las cuales el mayor 

porcentaje es de CCC, suele aparecer una tercera forma muy minoritaria que es la 

fo ^ a  lineal o forma III (figura 2.9).
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I (TCQ

8

F^min

F^ura 2.9. Representadón esquem áta de las fo ^ a s  

del plásmido de ^ N .25

La velocidad de migración depende de muchos factores como la diferencia de 

potencial aplicada, el tampón usado, la proporción de agarosa en el gel, el tamaño del 

ADN, el número de vueltas superhelicoidales, etc. Sin embargo, para unas condiciones 

fijadas, la velocidad de migración pasa a depender únicamente del número de vueltas 

superhelicoidales, de modo que cuantas más vueltas, más compacta es la estructura, 

lo cual aumenta su movilidad. Así pues, la forma CCC (forma I) migra más rápido que 

la OC (forma II). Esto quiere decir que, en principio, se pueden obsewar dos marcas, 

una correspondiente a cada una de las dos formas mayoritarias del ADN. La forma III 

(lineal) no se suele obseroar por ser muy minoritaria o porque frecuentemente corre 

junto a la CCC.26 Los complejos metálicos pueden provocar tanto una disminución del 

superenrollamiento como una compactación del ADN. Por tanto, se espera una 

variación en la movilidad electroforétira de las diferentes formas, y como 

consecuencia, esta técnica permite evaluar las modificaciones en la estructura terciaria 

del ADN provocadas por dichos complejos.

En los artículos presentados en los rapítulos 3 y 4 sobre leishmaniasis y 

malaria respectivamente se presentan resultados de estudios de electroforesis en gel 

de agarosa. En estas prnebas de electroforesis sobre el ADN, los plásmidos (pUC119 

ó PBR322) son mezclados con varias concentraciones del complejo metálico en
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estudio previamente disuelto en DMSO. Las muestras son incubadas por 18 horas a 

37°C, después del cual la reacción es finalizada por adición de NaCI (1M) para dar una 

concentración final de cloruros de 0.2M. Se corren ensayos tomando un volumen de 

5pL de cada muestra las cuales son agregados sobre un gel de agarosa al 1 % con 

solución tampón 1xTBE (Tris-HCI 0.45 M, Ácido Bórico 0.45 M, EDTA 10 mM) y 

visualizadas con bromuro de etidio (5pL de bromuro de etidio por 50 mL de mezcla de 

gel de agarosa). Las bandas formadas son obsewadas luego con un trasluminador y la 

imagen capturada con una videocámara.27
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CapítJo3
ARSEIWL T E I^réU T IC O  Y M ETÁLIC A

EN E S T IB O  LA L E I^ ^ W IA S IS  1

1. ARSENAL TERAPÉUTICO T ^ IC IO N A L

El arsenal terapéutico disponible para el tratamiento da Leishmaniasis, así 

como de otras enfermedades tropicales es bastante prerario. En la actualidad 

existen dos series de mediramentos en uso: los antimoniales y los no 

antimoniales. El tratamiento básico de la enfermedad consiste en la administración 

de estibogluconato sódico (Pentostan®), antimoniato de N-metilglucamina 

(G lucantim ^), ambas drogas de primera generación y pentamidina o anfotericina 

B, ambas de segunda generación28

1.1. F á rm a ^  de primera línea: ^ tim o n ia lra

A pesar de que estos fármacos son los de primera línea, presentan una 

eficacia limitada y algunas veces toxicidad y efectos adversos significantes.29 Dentro 

de los compuestos antimoniales (figura 3.1), destacan los complejos de antimonio 

trivalentes tales como el tartrato de antimonio y potasio (tartrato emético), 

antimoniato de bis-catecol-3,5-disulfonato sódico (Stibophen®, Repodral®, Fuadina®) 

y tioglicolato de sodio y antimonio, los antimoniales pentavalentes como el 

antimoniato de N-metilglucamina (G lucantim ^, antimoniato de meglumina), 

gluconato sódico de antimonio(V) (Pentostan®, Solustibosan®, estibogluconato 

sódico) y estibamina® (nombre comercial de la urea estibamina).30 Sin embargo, 

debido a la cardiotoxicidad y a la intolerancia gastrointestinal de los antimoniales 

trivalentes, Sb(lll), son los pentavalentes, S b ^ , los que presentan mayor uso 

terapéutico. Entre los medicamentos antimoniales más consumidos en el mundo, se 

destaran el P entostan (Glaxo Wellcome), G lu ra n tim ^ (Rhóne-Poulenc-Rohrer) y el 

Solustibosan® (Bayer).31 El G lu ra n tim ^ es producido y comercializado en países de
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lengua francesa y española, mientras que el Pentostan® es distribuido 

principalmente en los países de lengua inglesa. En países como el Brasil, el 

medicamento antimonial de primera línea es el antimoniato de N-metilglucamina, el 

cual, si se administra de forma continua y en la posología adecuada, resulta eficaz 

en el tratamiento de los tres grupos de leishmaniasis. A su vez, bajas dosis y 

tratamientos discontinuos conllevan a fallas en la terapia y en la aparición de formas 

resistentes.29

Antimoniales Trivalentes (Sb**l) Antimoniales Pentavalentes ( % v )

OH

Tarato mèteo

- c w . .
T i^ tro la to  de w tim orá

tatimOTiatocte N̂ rtllglternlna

HO
-OH Na

V1

Ê teglurorato

r̂tbamina

Figura 3.1. Estructura química de antimoniales trivalentes y pentavalentes.«

1.1.1. M ^anism o de arción y de resistencia en los antimoniales

El mecanismo de acción de antimoniales pentavalentes utilizados en el 

combate contra la leishmaniasis es aún prco comprendido.32 Considerando el 

potencial de reducción de S b ^  en sistemas biológicos, el mecanismo de óxido- 

reducción es una de las hipótesis más consideradas, donde se propone la 

reducción in vivo de los complejos de Sb(V) a compuestos más tóxicos de Sb(lll). 

Se destaca aún más el papel que cumplen los grupos tiol, comunes en
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biomoléculas que contienen cisteína, los cuales muy probablemente estén 

implicados en esta conversión.31 Sin embargo, otros estudios indican que el papel del 

Sb(lll) estaría mucho más asociado a la toxicidad, que a la actividad específica 

antileishmaniosis.33

Por otro lado se ha propuesto también como mecanismo de acción la 

capacidad del S b (^  de formar complejos con nucleótidos, interfriendo en su 

metabolismo e inhibiendo la topoisomerasa del parásito. Esta hipótesis está 

respaldada por el hecho de que los nucleósidos y polinucleótidos presentan 

elevado número de funciones oxigenadas y nitrogenadas convirtiéndose en ligandos 

potenciales de iones metálicos.

A diferencia de lo obseroado en células de mamíferos, los protozoarios son 

incapaces de volver a sintetizar purinas, por lo que estos parásitos utilizan 

mecanismos bioquímicos alternativos que tienen como punto de partida la 

translocación de purinas preformadas. Esta estrategia de una alta producción de 

purinas en la leishmaniasis puede contribuir también para la formación de complejos 

Sb(V)-purina, los cuales a su vez tendrían influencia negativa en toda la bioquímica 

del ADN.28 Estudios de la cinética de formación de complejos entre mezclas que 

contienen antimoniato de potasio y derivados de la adenina comprueban esta 

teoría. Se ha constatado por técnicas de resonancia magnética (RMN) y dicroísmo 

circular (DC), la formación de complejos de Sb(V) con adenosina y adenosina 

monofosfato utilizando los residuos de ribosa. Este hecho presume la posibilidad de 

interacciones con otras biomoléculas que contengan ribosa tales como guanina, 

uracilo, citosina, hipoxantina, así como algunos dinucleótidos.34 Otra hipótesis habla al 

respecto de la formación de complejos entre S b (^  y guanosina 5-difosfato-D- 

manosa (5-GDP) u otros glicoconjugados ricos en mañosa, sintetizados por este 

parásito y ampliamente distribuidos sobre su superficie celular. A su vez, la 

fonación  de mono-aductos y bis-aductos entre S b (^  y 5’-GDP-manosa u otros 

glicoconjugados interfere en la virulencia del parásito.31 Otro probable meranismo de 

acción de los compuestos metálicos es la inhibición de la enzima superóxido
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dismutasa (SOD), cuya actividad e importancia aumenta en los parásitos 

infecciosos. Tal inhibición provocaría a la vez un aumento del nivel de radicales 

superóxido y muerte del parásito.35

En relación a la resistencia, se obseda que una vez que esta es establecida para 

complejos trivalentes, se produce paralelamente una alta incidencia en la resistencia 

a complejos pentavalentes. Sin embargo se ha obseroado también un aumento de la 

susceptibilidad a drogas de segunda generación como la pentamidina y 

anfotericina B lo cual podría explicarse por la intewención de distintos sistemas de 

transporte que utilizan los compuestos antimoniales y fármacos orgánicos.36

1.2. F á rm a ^  de ^^u n d a  línea

1.2.1. Anfotericina B

La anfotericina B (figura 3.2) es un macrólido heptaénico que contiene siete 

dobles enlaces conjugados en la posición trans y es 3-amino-3,6 dideoximanosa 

(micosamina) unida al anillo principal por un enlace glucosídico. Por medio de 

cristalografía de rayos X, se ha demostrado que la molécula es rígida, cilindrica y 

los grupos hidroxilo hidrófilos del anillo de macrólido forman una cara contraria a la 

porción poliénica lipófila. Existen varias formulaciones comerciales del compuesto, por 

ser insoluble en agua y se presenta como polvos liofilizados con sales biliares. El 

mecanismo de acción, así como de toxicidad, envuelve la formación de poros 

artificiales a lo largo de la membrana celular del parásito y del huésped, alterando la 

permeabilidad selectiva a cationes y llevando a la muerte celular.37 En el caso de 

Leishmania, la letalidad del antibiótico es agravada por lisis coloidal osmótica 

debido al influjo iónico exacerbado. Ya en el caso de los hongos, a pesar de que 

la pared celular reduce este influjo osmótico, la alteración del pH intemo debido a 

la permeabilidad a H+/OH- produce también daños celulares.36 La anfotericina B 

también interfere en la síntesis del ergosterol, un im ita n te  componente de la 

membrana.“

38



¡m por^cia <k la qumirn inorgfaiw en el tratamiento <k enfermet^&s tropicates

HOOC

F^ura 3.2. Estructura qufmira de la Anfotericina B.M

1.2.2. Pentamidina

La pentamidina (figura 3.3) es el fármaco de segunda generación más 

comúnmente recomendada a pesar de que también presenta efectos adversos 

significantes y requiera la administración parenteral. En la forma catiónica puede 

presentarse como isotionato o clorhidrato. La pentamidina (Lomidina®) es una 

molécula de gran interés en el tratamiento de leishmaniasis visceral y 

mucocutánea insensible a antimoniales pentavalentes.28 La alta toxicidad de esta 

droga, con relatos de muerte repentina, es un factor limitante de su empleo 

terapéutico. Dentro de los principales efectos adversos o colaterales están la 

hipoglicemia, hipotensión, alteraciones cardiológicas y nefrotoxicidad.29 Para el 

meranismo de acción de la pentamidina la teoría más aceptada ha sido la 

inhibición de la topoisomerasa mitocondrial.39 Otra hipótesis está relacionado con 

la interferencia de diamidinas aromáticas (ej. berenil y pentamidina) sobre sistemas 

de transporte poliamínicos, biomoléculas de importancia en varios procesos 

bioquímicos de la fisiología celular.40 El mecanismo molecular está asociado a la 

inhibición no competitiva de la captación de poliaminas (ej. espermidina, espermina, 

putrescina e arginina) e inhibición directa de la S^denosilmetionina descarboxilasa 

(SAMDC), enzima comprometida en la biosíntesis de la espermidina. Por otro lado, el 

meranismo de resistencia puede estar asrciado a la disminución del potencial de 

la membrana mitrcondrial, originando una reducción de la acumulación del fármaco 

en terapias prolongadas.41

39



Importada tte la ̂ t o i m  inorgánica en el frotamiento (te enferme^tás tropimtes

3.3. ^ to r tu ra  qu lm to  de la ^ntem idlna.41

1.2.3. Ketrconazol (Nizorafó)

Es un imidazol antifúngico de amplio espectro, que ha mostrado actividad 

antiparasitaria sobre Leishmania sp. El ketoconazol (figura 3.4) podría ser más 

efectivo que los antimoniales en el tratamiento de las infecciones causadas por 

Leishmania m exfana, pero menos en las infecciones causadas por Leishmania 

braziiiensis. También ha mostrado efectividad contra L major. Su mecanismo de 

acción se explica por su capacidad de inhibir la enzima 14-alfa-demetilasa, una 

enzima del sistema microsomal oxidativo dependiente del citocromo P450. De esta 

forma deteriora la biosíntesis de esteróles de membrana y la función de sistemas 

enzimáticos conduciendo a la acumulación de 14 alfa metilesteroles.42

F ^ ^ 3.4. ^ to rtu ra  quím iradel K et^anazo l42
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2. COMPLEJOS METÁLICOS EN ESTUDIO

La demanda por nuevos fármacos leíshmanicidas se ha intensificado con el 

aumento de la resistencia a los antimoniales pentavalentes, así como a fármacos 

de segunda generación. Sin embargo, el número de quimioterápicos disponibles 

principalmente para el tratamiento de enfermedades crónicas está muy por abajo 

de lo satisfactorio. La combinación entre estructura metálica y residuos orgánicos, en 

especial de fármacos quimioterápicos, es una de las estrategias utilizadas en la 

búsqueda de nuevos agentes antiparasitarios ya que esto puede conllevar a 

compuestos menos tóxicos y más activos.43 Varios complejos metálicos^ han sido 

sintetizados por la asociación entre moléculas activas y elementos metálicos como 

Pt, Rh, Ir, Pd, Ru, Au, Cu, etc. La importancia de compuestos de coordinación y de la 

bioinorgánica en el desarrollo de antiparasitarios es histórica, lo cual está bastante 

comprobado por la existencia de un amplio trabajo científico en esta área.44 En 

esta parte del capítulo se describe algunos de los complejos metálicos que se 

encuentran en estudio, los cuales poseen actividad contra la Leishmania.

2.1. Complejos de R (ll) y Ru(lll) ron ligandos tri^olopirim idina45

La elección de los derivados del compuesto [1,2,4] triazolo[1,5-a]pirimidina 

presentado en los trabajos de Salas M. y colaboradores^ está basado en el hecho de 

que estos ligandos podrían ser considerados como miméticos de las purinas. Se han 

hecho diferentes estudios de estos compuestos como agentes quimioterapéuticos, 

encontrándose diferentes propiedades tales como la inhibición del crecimiento de 

algunos microorganismos.46 En lo que respecta con su actividad antitumoral, se han 

hecho estudios sobre varias líneas celulares tales como cáncer de mama.47 También 

se ha probado su potencial en el tratamiento de desórdenes neurodegenerativos tales 

como el mal de Parkinson.48 La química de coordinación de los ligandos 

triazolopirimidina ha sido estudiada extensamente por muchos años.49 Ellos tienen 

como donadores potenciales átomos de nitrógeno en las posiciones 1, 3 y 4, siendo el

 ̂En el rnexo x  raume la actividad bioló ĉa de al̂ nrn compleja me^ira
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N(3) la posición de enlace preferido por el metal en la forma monodentada (figura 3.5). 

Otro posible caso es la forma de enlace puente N(3)-N(4) dando complejos metálicos 

dinucleares.50 En trabajos previos51 se ha demostrado la actividad biológica de algunos 

complejos metálicos con ligandos derivados de la [1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidina, tales 

como el ligando 4,7-dihydro-5-metil-7-oxo[1,2I4]-triazolo-[1I5-a]pirimidina (HmtpO), el 

cual demostró inhibición al crecimiento e indujo severos daños a la ultraestructura de 

los parásitos de la Leishmania donovani. En esta revisión,45 se presenta los resultados 

de la caracterización y evaluación de la actividad del complejo cis- 

[PtCl2.(7Htp0)2j.2H20 (1), así como la actividad biológica de los complejos de 

[PtCl2(5Htp0)2].2H20  (2) y RuC^(7Htp0)2.2H20  (3), donde 5HtpO es 4,5-dihidro-5- 

oxo-[1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidina y 7HtpO es 4,7-dihydro-7-oxo-[1,2,4]-triazolo-[1,5- 

ajpirimidina.

2.1.1. Caraderización del romplejo cis-[PtCl2.(7HtpO)^.2H^

Todas las señales 1H-RMN para este compuesto están desplazada a campos 

bajos con respecto a la posición de su ligando libre,52 el más alto desplazamiento 

corresponde al H(2), en concordancia con la coordinación del N(3) al átomo de 

Platino. La estructura molecular de 1, se muestra en la figura 3.5, es casi idéntica a la 

de compuestos análogos53 con el ligando HmtpO la cual difiere con el ligando 7HtpO 

por la presencia del grupo metil en la posición 5. Sin embargo ambos compuestos no 

son cristalográfiramente isoestructurales. Este complejo presenta una estructura 

cuadrada plana (ver distancias y ángulos de enlace en tabla 1). El átomo de Pt está 

coordinado por dos aniones cloruros y dos átomos de Nitrógeno (N3) del ligando 

7HtpO en una disposición cis. La orientación relativa de los ligandos está estabilizada 

por la presencia de moléculas de agua (OIW) la cual actúa como aceptor de enlaces 

de hidrógeno de los grupos N4-H de ambos ligandos. La segunda molécula de agua 

también contribuye a la estabilización del complejo ^ r  la formación de enlace de 

hidrógeno con O IW  y el ligando Cloruro (CI2).
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F^ura 3.5. E stortura del Complejo ds [PtCl2.(7H^O)2].2H20.w

TaWa 1. Distancias de enlara(A) y ángulos (°) de enlare para el complejo ds-[PtCl2.(7H^O)2j.2H20

te rn e ra te m a ra E n ^ ra  de

R-C11 2.298(2) CI1-Pt-CI2 92.10(7) N4A...0 1W 2.808(10)

Pt-C12 2.278(2) CI1-Pt-N3A 91.7(2) N4B...01W 2.774(9)

Pt-N3A 2.025(7) CI1- Pt-N3 B 177.2(2) 01W ...02W 2.811(12)

Pt-N3B 2.008(6) CI2-Pt-N3A 175.2(2) 01W ...07B 2.751(8)

CI2-Pt-N3B 88.4(2) 02W...CI2 3.093(9)

N3A-Pt-N3 B 88.0(3)

2.1.2. ^ iv id a d  b io l^ ira

Las formas promastigote para el análisis de actividad de los complejos 

metálicos fueron obtenidas de cepas L133 de Leishmania donovani y cultivadas en 

medio TC-199, suplementadas con suero bovino fetal inactivado (SBFI) al 30%. Los 

macrófagos J-774.2, obtenidos de ratones, fueron cultivados en medio RPMI 1640 

suplementadas con L-glutamina e SBFI al 10% a pH 7.2. Los tres complejos 

metálicos fueron disueltos en DMSO y probados a concentraciones de 1, 20, 50 y 100 

pM. Los cultivos fueron mantenidos por 24, 48 y 72 horas a 28°C. Para cada tiempo y 

dosis de prueba los resultados fueron cualificados (% de viabilidad celular, tabla 3)
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usando una cámara de Neubauer.5 Los tres complejos metálicos tuvieron efecto sobre 

la forma promastigote de Leishmaniasis donovani. El resultado está reflejado en la 

tabla 2, en la cual se muestra que el complejo 1 tiene la más alta actividad inhibitoria 

de crecimiento sobre los promastigotes. Ninguno de estos complejos presentó 

citotoxicidad contra la línea celular de macrófagos J774.2,5 a la dosis más alta 

empleada (50 a 100 pM), lo cual concuerda con obsewaciones y estudios de otros 

compuestos con derivados de triazolopirimidina.54

TaWa 2. Porrentaje de Inhibidón de c im ie n to  de formas promastigotes de la Lelshmania donovani^u ^d a  ^ r  

los rom piere  1,2  y 3 a d is tìn ta  tie rnas ( 24,72 y 48 horas) y ronrenfradones

[1 pM] [20pM] [50pM ] [100 pM]

24 72 24 n 24 72 24 72

ds-[PtCI2.( 7 H ^ )2].2H20  (1) 12 25 37 16 36 47 48 48 56 52 62 94

[PtCI2(5H ^O )2].2H20  (2) 7 15 32 7 18 36 22 35 56 32 45 74

R u C b (7 H ^)2.2H20  (3) 8 11 16 14 15 27 33 43 36 43 59

TaWa 3. Porrentaje de viabilidad u lu la r* de Ira romplejos OTbre los maCTófagre J774.2

50pM

24

100 pM 50 pM

48

100pM 50 pM

72

100pM

Confrol* 76.29 93.45 82.88

(1) 65.00 68.57 95.83 90.20 83.16 87.38

(2) 75.28 95.45 96.74 93.39 90.55 90.91

(3) 78.68 80.91 94.37 89.16 81.56 85.61

* % del número de úlu las vivas drapu& de la araón de Ira (^mplejra

a: No se indlro el Upo de fáimaro urado romo romparativo ron Ira romplejra m e tá ll^

U

^  de Neubauer ra un m s^^ento utiliMdo en m ^icina y biología pva r ^ ir a  el recuento de célula.

^ Es un rélula del sistema inmunitario, que se Ira a li^  en Ira tejidos.
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2.2. Complejos de robre (II) ron derivados del ligando [1,2,4]Tri^olo [1 ,^  

a]PirimidinaM

Los complejos de metales de transición con ligando [1,2,4]Triazolo [1,5- 

ajPirimidinas pueden ser usados como modelo para el estudio de interacciones metal- 

ligando como los obsewados en sistemas biológicos. Estas moléculas heterocíclicas 

pueden ser consideradas como análogos a la purina ya que su sistema de anillos 

fusionados difiere del esqueleto de la purina principalmente en tener el átomo de 

nitrógeno pirimidínico en una posición cabeza de puente (figura 3.6) con la 

desaparición del protón acido del anillo de cinco miembros.55 El sitio preferido para la 

unión de estos heterociclos es en el átomo de nitrógeno N3, la cual es análogo a la 

posición N9 de las purinas, con una distancia de 2.03 Á.

Figura 3.6. Estrutfura de las [1,2,4pnazolo [1,^a]Pirim idinas y purinas.“

Sánchez, M. y colaboradores56 presentan los efectos antiproliferativos de seis 

complejos de cobre (II) con dos derivados del compuesto triazolo-pirimidina (1,2,4- 

triazolo-[1,5-a]pirimidina, tp, y 5,7-dimetil 1,2,4-triazolo-[1,5-a]pirimidina, dmtp) contra 

la Leishmania (viannia) pernviana. Los complejos metálicos evaluados (1-6) presentan 

además de los ligandos tp y dmtp, un clásico quelato (etilendiamina, en, o la 1,10- 

fenantrolina, phen) y aniones inorgánicos (NO3- o CIO4 ) como ligandos auxiliares. De 

todos los compuestos analizados aquellos que tuvieron el ligando tp y/o el ligando 

auxiliar phen (1,10-fenatrolina) fueron los más activos.
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2.2.1. Cararterización de los romplejos

Cinco de los complejos son mononucleares y contienen el ligando phen o en 

como ligandos auxiliares, siendo sus fórmulas las siguientes: 

[Cu(H20)(phen)(tp)2](CI04)2. H20  (1), [Cu(H20)(phen)(dmtp)2](CI04)2 (2),

[Cu(N03)(H20)(phen)(tp)](N03) (3), [Cu(H20 )2(en)(tp)2](CI04)2 (4) y

[Cu(H20 )2(en)(dmtp)2](CI04)2 (5). En todos estos complejos el ligando tp o dmtp está 

coordinado al metal de forma monodentada a través del átomo de nitrógeno en la 

posición 3 y el ligando auxiliar (en o phen) se coordina de forma bidentada cerrando un 

anillo quelato de cinco miembros. El ligando auxiliar influye en el número de 

coordinación, el cual es cinco cuando el ligando es phen (la geometría alrededor del 

átomo metálico corresponde a una pirámide cuadrada en los complejos 1, 2 y 3) y es 

seis cuando el ligando es en (la geometría alrededor del átomo metálico corresponde a 

un octaedro distorsionado tetragonalmente en los complejos 4 y 5) mientras que el 

número de ligandos triazolopirimidinas unidos al átomo central parece estar 

influenciado por la naturaleza del contra anión. La estructura de estos cinco complejos 

se muestra en las figuras 3.7 - 3.9 y sus distancias y ángulos de enlace en la tabla 4.

^ u ra  3.7. fc toctu ra  del [Cu(H^)(phen)(^)2](CI04)2.H^ (1), la

esfructura del rom pido [Cu(H^)(phen)(dmty)2](CI04)2 (2) ^  a n á l^p  a
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TaWa 4. Distancias(Á) y ángulos(°) de enlace para los com pleja 1 al 5

'(D (2) (3) (4) (5)
Cu-N3 1.998^14)

2.0175(15)
1.98M(13)
2.0037(13)

1.993(2) 2.024(3)
2.028(3)

2.W2(2)
2.015(2)

Cu-Na 2.0039(14)
2.027^15)

2.0202(12)
2.02^(12)

2.008(2)
2.016(2)

2.011(3)
2.017(3)

2.W8(2)
2.012(2)

Cu-On 1.9^4(19)

Cu-Ow 2.1891(14) 22397(11) 2.2155(19) 2.482(3)
2.4M(3)

2.502(2)
2.518(2)

N3-Cu-N3 89.43(6) 90.7^5) 90.86(11) 90.7^9)

Na-Cu-Na 81.71(6) 81.9^5) 81.91(8) 84.77(12) 84.7^10)

N3-Cu-Na 93.29(6)
93.65(6)
172.05(6)
163.53(6)

95.23(5)
91.9^5)
177.07(5)
165.88(5)

93.44(9)
16956(9)

92.42(11)
92.37(12)
174.78(12)
173.51(12)

91.52(9)
92.95(9)
176.22(9)
171.82(9)

N3-Cu-On 91.23(9)

Na-Cu-On 92.17(9)
170.85(8)

Na = Átomo de n ifr^eno  del ligando o rn ,O n  = Átomo de oxígeno del nifrato, ^  = 

Átomo de oxígeno del agua

El sexto complejo evaluado es el complejo dinuclear 

[Cu2(0H)(H20)2.5(tp)5](CI04)3.1.5H20  (6). La unidad asimétrica de este complejo 

contiene dos átomos de cobre no equivalentes (figura 3.10). En este complejo ambos 

metales están unidos por dos ligandos puente, un grupo hidróxido y el ligando tp 

coordinado al átomo de Cu1 a través del átomo de nitrógeno N3 y al átomo de Cu2 a 

través del átomo de nitrógeno N4 del mismo ligando. En la tabla 5 se presenta los 

ángulos y distancias de enlace.

TaUa 5. Angulo y distandas de enlare del rom pido dlnudear [Cu2(0H)(H&)2.5(^)s](CI04)3.1.5H&

D i ^ ^ ^  t e  otI^ »  (A ) ^ ^ u lo  te  M-M (°)

Cu1-N3 2.045(3) 01W -C u1 2.300(3) 114.61(13)

C u 2 ^4 2.063(3) 02W -C u1 2.412(3)

Cu1-OH 1.928(3) 02W -C u1 2.697(4)

C u 2 ^H 1.913(3)

48



Im portada de te qvtetica inorgánirn en el te

Figura 3.10. Estrutfura m ole^la r del romplejo [Cu2(0H)(H20)2 5(tp)s](CI04)3.1.5H20 (6).“

2.2.2. Actividad b io l^ ira

Existen estudios previos que indican que los derivados de las [1,2,4]Triazolo 

[1,5-a]Pirimidinas son fármacos quimioterapéuticos prometedores en el tratamiento de 

enfermedades causadas por miembros de tripanosomatidos.“  El efecto inhibitorio in 

vitro de los complejos metálicos sintetizados y de los ligandos tp y dmtp sobre la forma 

promastigotes de la Leishmania petvviana fue medida a diferentes tiempos (24, 48 y 

72 horas). Los resultados son mostrados en la tabla 6 en la cual se incluyen los 

fárnacos de referencia pentostan y glurantime. Los complejos 1 y 6 fueron muy 

eficaces en la inhibición de crecimiento contra la forma promastigote de la Leishmania 

peruviana, estos valores son más bajos que los valores de ICm (concentración 

requerida para dar 50% de inhibición) de los fármacos de referencia. Estos dos 

complejos también presentan valores bajos de toxicidad. La evaluación de toxicidad 

fue realizada sobre la línea celular de macrófagos J774.2, en este caso de toxicidad el 

valor de ICm sobre esta línea celular de macrófagos es algo de siete veces o más alto 

que los dos fármacos de referencia.
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Los ligandos derivados del compuesto triazolo-pirimidina tp y dmtp también 

probaron ser efectivos en la inhibición de crecimiento de la Leishmania peruviana y 

mostraron baja toxicidad. El complejo 3 fue el más efectivo sobre el crecimiento de la 

Leishmania pernviana con un valor de ICw <0.010 pM y en el caso de toxicidad 

necesitó una concentración aproximadamente 100 veces mayor para afectar a las 

células de macrófagos J774.2.

6. ^^v id a d  in vito de los derivados de Triazolo-pirimidina M bre la forma promastigote de

la L&shmania (V.)^rnvianay toxiddad sobre los la líneare lu larde macrófagos J774.2

In h i^ ^ ta  te  < ^ » m ^ o  ICW 
(pM)

L. Perntáw

IC»
(pM)

M aotifagra J774.2

Pentostan 11.32 9.56

Glurantime 15.33 25.61

fe 20.72 124.54

dmfe 24.57 106.56

1 11.06 77.09

2 7.76 14.08

3 <0.010 1.96

4 8.41 12.35

5 25.35 30.75

6 12.17 186.61

En resumen estos complejos metálicos claramente inhiben in vitro la forma 

promastigote de L (V) pernviana. De todos los compuestos analizados, aquellos que 

presentaron el ligando tp fueron los más activos y de estos los más efectivos tenían el 

ligando auxiliar 1,10-fenantrolina, dos de estos compuestos son los complejos 

metálicos de cobre perclorato (1 y 6) y el otro es el complejo de cobre nitrato (3). La 

presencia del ion nitrato puede conferir mayor potencia en la actividad del complejo 

contra los parásitos, aunque seguramente este contra anión los hace más tóxicos tal 

como se ve en los valores de toxicidad de la tabla 6.
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3. COMPLEJOS METÁLICOS COMO POSIBLES INTERCAI^DORES AL ADN

En esta parte del rapítulo también se mencionan algunos ejemplos de 

complejos metálicos que actúan como posibles metalointercaladores de ADN. Hace 

algunos años se ha tenido gran interés en el estudio de metalointercaladores de ADN 

debido a sus posibles usos como agentes terapéuticos. Los interaladores son 

moléculas pequeñas que contienen grupos heterocíclicos aromáticos planares los 

cuales pueden insertarse y apilarse entre los pares de bases de la doble hélice del 

ADN sin formación de uniones covalentes.57̂  Los estudios de metalointercaladores de 

ADN como posibles agentes quimioterapéuticos han sido enfocados principalmente en 

el desarrollo de complejos con actividad contra tumores que presentan resistencia al 

Cisplatin. Se ha propuesto que los ligandos intercaladores podrían actuar como 

transportadores, incrementando la interacción de los complejos formados con el ADN 

minimizando la exposición del metal para inactivar nucleófilos celulares como los 

tioles.59

Existen diversos complejos metálicos que son intercaladores de ADN los 

cuales incluyen metales que tienen aplicaciones clínicas ya conocidas (Cobre, Plata, y 

Oro) y ligandos que son típicamente empleados en la síntesis de metalointercaladores 

(figura 3.11) tales como los compuestos orgánicos dppz (dipirido[3,2-a:2’,3'-c]fenazina) 

y dpq (dipirido[3,2-a:2’,3,-h]quinoxolina)60
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3.1. Complejo de robre: Síntesis, rorarterízación, estudios de unión al ADN y artividad 

b io l^ iro  del romplejo [Cu(dppz)2]BF4 rontra la Leishmania mew&na.™

M. Navarro y colaboradores61 han sintetizado el complejo [Cu(dppz)2]BF4 por 

reacción del compuesto [Cu(CH3CN)]BF4 y el ligando dipirido[3,2-a :2’,3’-^fenazina 

(dppz) en una relación molar de 1:2. El complejo fue caracterizado por espectrometría 

de masas, RMN, UV-visible y espectroscopia IR. Los estudios de absorción y de 

viscosidad llevados a cabo en la interacción del complejo Cu(dppz)2]BF4 con CT- ADN 

sugirió que el complejo se une por intercalación. No se obsedan uniones covalentes. 

Además, los resultados obtenidos de la electroforesis mostraron una actividad 

nucleasa. La actividad biológica del complejo fue probada in vitro sobre cultivos de 

promastigotes de Leishmania meximna. El efecto leishmanicida (LD30) fue obseivado 

en 48 horas a una concentración de 41 nM. Estudios preliminares de la ultraestructura 

de L. m exittna  tratados con una dosis subletal del complejo (IC7 = 4.1 nM) por 48 

horas mostró una inducción de desorganización del citoplasma, vacuolización y células 

binucleadas. Estos hallazgos sugieren que la actividad antileishmania del complejo 

podría estar asociada con sus interacciones con el ADN del parásito.

3.1.1. Cararterización del romplejo de Cu (I): [Cu(dppz)2]BF4

El complejo de cobre fue sintetizado por reacción del compuesto [Cu(CH3CN) 

]BF4 y el ligando dppz en la relación molar de cobre a ligando de 1 a 2. Una solución 

de dppz (0.32 mmol, 94 mg) en diclorometano (15ml) fue añadida lentamente a una 

solución de [Cu(CH3CN)]BF4 ( 0.15 mmol, 50 mg) en diclorometano (10ml). La solución 

inicialmente clara se tomó a naranja oscura. La mezcla fae agitada por una hora a 

temperatura ambiente. Luego la solución fue transferida a un balón con 150 mi de 

hexano produciéndose la prroipitación de un sólido color gris. El hexano fue filtrado y 

el sólido obtenido lavado con etanol y hexano y secado a vacío.61
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En el espectro de masas del compuesto, el monocatión [Cu(dppz)2]+ =627 fue 

registrado como el pico progenitor. El espectro de absorción mostró el mismo patrón 

de señales obsewadas en el espectro del ligando, pero con un cierto cambio del 

máximo con respecto a la del ligando debido a la coordinación del dppz hacia el metal. 

El espectro infrarojo exhibió picos asociados con el ligando dppz coordinado al cobre 

y bandas característica del contra anión BF4, las frecuencias identificadas (cm 1) son 

las siguientes: v(C-H estiramiento) 3^45; v(C=C, C=N estiramiento en heterociclos) 

1583, v(BF4) 1074. Todas las resonancias RMN pudieron ser asignadas. Los protones 

del ligando dppz coordinado, se ven que están desplazados (a regiones de campos 

bajos) con respecto al ligando libre, indicando acomplejamiento. De acuerdo con los 

datos analíticos y de RMN y por analogía con el complejo ya sintetizado,62 

[Cu(phen)2]+, el complejo en estudio debe poseer una configuración de 18 electrones 

tetracoordinado. A pesar de que no se obtuvieron cristales de este complejo se 

presume que la estructura podría corresponder al mostrado en la figura 3.12.

F^ura 3.12. u fru rtu ra  del Cu(dppz)2]BF4.61

3.1.2. Estudios de interarción rcn el ADN

3.1.2.1. Titulaciones e s ^ t r o ^ p ir c s

La interacción de los complejos al ADN rcusa perturbaciones electrónircs en

ellos, estas perturbaciones pueden ser obsewadas a través de titulaciones

espectroscópicas. Las gráfircs de la titulación espectroscópirc del complejo

[Cu(dppz)2]2+ ( figura 3.13) y los datos obtenidos de estas pruebas mostraron que los
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incrementos de cantidades de CT ADN a soluciones del complejo causaron 

hipocromismo alrededor del 25% ( a 275 nm) y 28% ( a 361 nm y 378nm), originando 

un desplazamiento batrcrómico del espectro de 4 y 6 nm de los máximos en 361 y 

378 nm respectivamente, así como un desplazamiento hipsocrómico de 4 nm para la 

señal en 275 nm y un punto isosbestico en 386 nm.

15

275 nm

5w8
0.9356

4  Isobestic poin’ 
, 37S nm 306 nm

0.5

240 290 340 390
Wavelength (nm)

^ 0

F^ura 3.13. Tituladón ^ ^ ^ o ^ p i r a  del rom plejo [Cu(dppz)2]BF4. La 

ronrenüación del rom pido fae 15pM. La ronrenüación del AON urado 

fue: 0-49 pM. Adjunto se muesta la gráfira [ADN] / (S¡, ^ 3 - vs. [ADN].81

La constante de unión ^  fue determinada de la gráfica [ADN] / (S3 ^  vs. 

[ADN] insertada en la figura 3.13 siendo este valor de (5.1±0.4) x 104 M 1 usando la 

absorción a 275 nm. La constante de unión de este complejo es comparable a las 

obseroadas en los complejos63 64 de [Cu(phen)2]+ y [Ru(phen)3]2+. Sin embargo, estos 

hallazgos por perturbaciones electrónicas a través de titulaciones espectroscópicas 

por el complejo [Cu(dppz)2]2+, son insuficientes para demostrar la internación, 

haciendo necesario llevar acabo medidas tales como la viscosidad.
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3.1.2.2. M uidas de visrosidad

Los estudios de viscosidad proporcionaron faertes argumentos para la 

in ternación. Los resultados de las medidas de viscosidad se muestran en la figura 

3.14. La viscosidad incrementa con un incremento en la relación [complejo]/[ADN], de 

manera similar a la que se reportó65 para el complejo [Ru(bpy)2(dppz)]2+. Este 

incremento en la viscosidad ha sido atribuido al aumento de la separación entre los 

pares de bases las cuales son movidas a un lado para acomodar la molécula 

intercalante.66

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
[Complex] I [ADN]

Figura 3.14. E f^ to  del incremento de la co ^n fra c ió n  del 

romplejo sobre la v i^ro idad relativa de CT a 25°C.61

3.1.2.3. Interarción avalente

En los estudios de unión covalente, el complejo de cobre fue mezclado con el 

ADN y dejado en incubación por 72 horas. Las muestras fueron llevadas a bolsas de 

diálisis que fueron selladas a ambos extremos. Las muestras fueron dializadas contra 

5mM de tampón tris (pH 7 por 3 días) y el tampón de diálisis cambiado cuatro veces 

por todo este periodo de tiempo. Las muestras fueron transferidas de las bolsas de 

diálisis a tubos para su centrifugado. El ADN fue precipitado por adición de etanol (el 

doble del volumen de la muestra) y NaCI 2M (la décima parte del volumen de la
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muestra). Los tubos fueron centrifugados y el sobrenadante decantado. El exceso de 

líquido fue eliminado y el ADN fue resuspendido toda la noche en agua. Este ciclo de 

precipitación-resuspensión fue repetido tres veces y en la resuspensión final se analizó 

el Cobre por ICP y el ADN por el test de Burton.67 En los estudios de unión covalente, 

el complejo de cobre fue mezclado con calf thymus (CT), esta mezcla fue sometida a 

diálisis exhaustiva y precipitación. La cantidad de cobre unido al ADN medido como 

nmol de Cu por mg de ADN aislado fue muy baja, alrededor de 10nmol de Cu / mg de 

ADN. Esto indica que no existen uniones covalentes entre ellos.

3.1.2.4. E l^troforesis en gel de agaro^

Ya que el complejo de [Cu(phen)2]+ antes mencionado, es muy conocido por su 

habilidad de unirse ácidos nucleicos por oxidación en presencia de peróxido de 

hidrógeno u oxígeno y agentes reductores,“ 6970 también se exploró esta posibilidad 

en el complejo estudiado. La reacción de segmentación o de división sobre el ADN 

plásmido fue monitoreada por electroforesis en gel de agarosa.

0 J  4

h o m  U 

h o m l l l  

I

Ffeura 3.15. Efecto del incremento de concentraciones del rom pido sobre el superenrollamiento del 

plásmido pUC119. [C om pilo] (pM): rarril 0 = 0; caml 1=11; carril 2 = 1 4 ; ram l 3 = 27; rarril 4 = 57.61

Cuando el ADN plásmido circular es sujeto a electroforesis, una rápida 

migración será obseroada por la forma superenrollada intacta (forma I). Si se produce 

la escisión de una cadena, el superenrollamiento se relajará para generar una forma 

circular abierta de movimiento más lento (forma II). Si ambas cadenas se escinden una 

forma lineal (forma III) será generada la cual migrara entre las formas I y II.
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La figura 3.15 muestra la separación electroforétira en gel del plásmido 

pUC119 después de la incubación con diferentes concentraciones de [Cu(dppz)2]BF4, 

en la cual se puede ver que la forma I del plásmido disminuye gradualmente con el 

incremento de la concentración del complejo en estudio, [Cu(dppz)2]BF4, mientras la 

forma II aumenta.

3.1.3. Estudios b io l^ iro s  ^ b re  cu ltiva  de Leishmania m exi&na

Las formas promastigotes de L m exi&na  fueron suplementadas con suero 

fetal de bovino al 5% inactivadas al calor, tratadas a 26°C con el complejo 

[Cu(dppz)2]BF4 o el ligando dppz disueltos en DMSO. Los compuestos Cu(N0 3 )2H2 0  y 

Cu(S0 4)5H20 disueltos en agua también fueron probados. El complejo de cobre fue 

añadido cuando los cultivos alcanzaron un concentración de 107 parásitos / mi en fase 

exponencial de crecimiento a 0.41, 4.1 y 41nM de concentraciones finales; el ligando 

dppz y las sales de cobre fueron añadidas a concentraciones de 10 y 100 pM 

respectivamente. La cinética de inhibición fue medida durante 48 horas. Estudios 

ultraestructurales preliminares fueron llevados a cabo con métodos convencionales de 

microscopía de transmisión electrónica (TEM). El complejo [Cu(dppz)2]BF4 mostró un 

efecto antiproliferativo dependiente de la dosis sobre los promastigotes de L. 

m exi&nat la tabla 7 muestra que a 48 horas, a una concentración del complejo de 

4.1nM (3 pg / mi) reduce la tasa de crecimiento solo un 7% (IC7), mientras que a 41nM 

(30 pg / mi) el complejo indujo una modalidad del 30% (LD30). En cambio, el ligando 

dppz disminuye la tasa de crecimiento de los parásitos en un 25% (IC25) a una 

concentración que es 243 veces la del complejo. Además, las sales de cobre no 

tenían efectos inhibitorios aun a concentraciones 2439 veces la del complejo.

Este es el primer reporte de los efectos inhibitorios del complejo [Cu(dppz)2]BF4 

sobre promastigotes de L. meximna. Aunque es importante señalar que varios 

complejos de [Cu(phen)2]2+ también mostraron similar actividad biocida sobre 

Staphy/ow ttus aureus [concentración inhibitoria mínima (MIC) en el rango de 0 .5 -15
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pg/ml] y Escherichia cotí,1' aunque, hasta donde se sabe, sus actividades 

antileishmania aún no han sido reportadas. Además, el complejo [Cu(dppz)2]BF4 

mostró mayor actividad biológica in  vitroque los complejos metálicos de Pt(ll) y Rh(ll) 

que ya han sido estudiados en contra de formas las promastigotes de L. donovani 

(IC5 0 2  100 pg / mi).72 Adicionalmente, el complejo en estudio es más activo que el 

complejo [Cu(dppz)2(N0 3 )](N0 3 ) que fue probado sobre formas promastigotes de L. 

braziHensis{LD1002  1 0  pg / mi) .73

T a ta  7. E frotro del [Cu(dppz)2]BF4. dppz y roles de robre robre el o im ie n to  de promastigotro de 

L&shmania m &fána durante 48 horas

(pM)

[Cu(dppz)2]BF4 4 .1 0 x 1 ^ IC 7

[Cu(dppz)2]BF4 4 1 .0 0 x 1 ^ LDm

Dppz 10.00 IC25

Cu(N 03)2H20 100.00 **

Cu(S 04)5H ^ 100.00 *-*

IC: C o ^n b a d ó n  inhibitoria; Dosis letal; "  Sin e frotro inhibitoriro

La obsewación a través de microscopía electrónica de los parásitos con la 

dosis letal del complejo [Cu(dppz)2]BF4 mostro perdida de movimiento y destrucción 

celular. En estudios preliminares se han obsewado alteraciones ultraestructurales con 

parásitos tratados a una dosis subletal de 4.1 nM, caracterizada por células 

binucleadas y desorganización del citoplasma con vacuolización, figura 3.16 (el más 

reciente fue obseroado en forma de promastigote de L. donovani).** Estos resultados 

sugieren que el blanco celular del complejo podría ser el ADN nuclear.

En resumen los datos hallados sobre los estudios de absorción y viscosidad 

respaldan la hipótesis de que el complejo [Cu(dppz)2]BF4 puede unirse al ADN y la 

naturaleza de esta unión puede involucrar intercalación parcial de uno de los anillos 

del ligando dppz del complejo entre los pares de bases del ADN. El complejo en 

estudio es también capaz de realizar una escisión del ADN basado en los resultados 

de la electroforesis. Además, los resultados obsewados para el complejo en estudio 

son similares a los complejos ya reportados74 75 de [Cu(phen)2]+.
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La potente actividad leishmanicida in vitro obsewada contra la forma 

promastigote de L. meximna constituye hallazgos prometedores para futuros estudios 

en modelos experimentales de leishmaniasis.

Figura 3.16. Micrracopia ele^rónira de fo ^ a  promastigote de L^hmania 
mexi&na. (A) células de control, (B) parásita tra tada  ran el complejo 

[Cu(dppz)2]BF4,4.1 nM. En B: f l ^ a  (núdeo); v, vacuolizadón.8’

3.2. Complejo de Au(lll): S in tá is  y rcrarterización del rcmplejo [Au(dppz)2jCl3. 

Estudios de interarción y artividad b io l^ irc  rcntra la Leishmania (L) m exittna™

Maribel navajo y colaboradores76 han sintetizado el complejo [Au(dppz)2]Cl3 

por reacción de ácido cloroaúrico HAuCU en exceso del ligando dppz. Este complejo 

fue caracterizado por análisis elemental, RMN, espectroscopia UV-visible, infraroja y 

masas. Las interacciones del complejo metálico y el ADN fueron estudiadas por 

titulaciones espectroscópicas, medidas de viscosidad y pruebas electroforéticas. Estos 

estudios mostraron que el complejo de oro interactúa con el ADN por intercalación. 

Estas obsewaciones permiten llevar a cabo pruebas biológircs sobre cultivos de 

formas promastigotes de Leishmania (L) mexi&na. El complejo [Au(dppz)2]CÍ3 indujo 

una actividad antiproliferativa dependiente de la dosis empleada con una 

concentración inhibitoria mínima (MIC) de 3.4nM y una dosis letal de LD26 de 17nM 

por 48 horas. Los resultados obtenidos sugieren que una fuerte actividad

antileishmania podría estar asociada a los prrcesos celulares que intemene en el
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ADN del parásito, constituyendo una nueva alternativa terapéutica en el desarrollo 

para la cura de la leishmaniasis.

3.2.1. Caraderización del romplejo [Au(dppz)2]Cl3

Una solución del ligando dppz (114mg; 0.4 mmol) en etanol (10 mL) fue 

agregada a una solución del ácido cloroaúrico (38 mg; 0.1 mmol) en etanol (3 mi). La 

mezcla fue sometida a reflujo durante 4 horas. Al inicio de la reacción se obseda un 

sólido de color amarillo, la cual se toma naranja al término de reflujo. Finalmente, el 

sobrenadante fue filtrado y el sólido obtenido lavado con abundante alcohol y secado. 

El análisis elemental calculado corresponde a %C 49.8; %N 12.9 y %H 2.3; mientras 

que el encontrado corresponde a %C 49.6; %N 13.6; %H 2.5. El análisis elemental del 

complejo concuerda con la formula molecular calculada de la estructura propuesta, en 

la cual dos moléculas de dppz y tres átomos cloruros por átomo de oro están 

presentes. Los resultados de espectrometría de masas muestra un pico 

correspondiente al ion molecular [Au(dppz)2]3+ con una relación m/z de 761. Los 

espectros de absorción mostraron el mismo patrón de señalas obsewadas para el 

espectro del ligando (tabla 8).

T a to  8. ^ re fitie n t^  de e riró ó n  del ligando dppz y el ^ m p l^ o

Gm (M_1 o t_1) (M-1 o t 1) (M-1 OT-1)

DPPZ 6 .2 x 1 ^ 1 .5 x 1 ^ 1 .6 x 1 ^

9 .5 x 1 ^ 3 .2 x 1 ^ 3 .3 x 1 ^

El espectro infrarojo presentó picos asociados con el ligando dppz coordinado al 

átomo de oro. Todas las señales RMN pudieron ser asignadas. Los protones del 

ligando coordinado mostraron sólo una serie de señales, desplazado a rampos bajos 

con respecto al ligando libre, indicando que la crordinación del ligando dppz al átomo 

de oro es a través del nitrógeno iminico como ligando bidentado (tabla 9)
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T a to  9. Datos de 1H RMN y fr^uencias IR ^ l^ o n a d a s  del ligando libre y el c ^ p le jo  [Au(dppz^p

1HRMN tandas IR
^OTpurnto sel^^n^as

Ha ( p ^ ) Hb ( P ^ ) H c (p ^ ) Ho(ppm) HE(ppm) (crn "

DPPZ 9.46 7.92 9.19 8.35 8.04 1619 1577

[Au(dppz)2p 9.61 80.8 9.24 8.37 8.08 1614 1573

Solo la parte [Au(dppz)2]3+ del complejo fue analizada, la estructura propuesta 

se presenta en la figura 3.17. Los cálculos en química cuántica indican que es posible 

tener un complejo de Au(lll) estable con dos ligandos dppz. En la estructura de más 

baja energía de este complejo el átomo de Au tiene una geometría cuasi cuadrada 

plana con uno de los ligandos dppz retorcidos. Todos los átomos de nitrógenos 

enlazados al átomo de oro tienen la misma distancia Au-N la cual corresponden a 

2.095 Á, y un ángulo diedro entre los ligandos de 16.2o, tal como se muestra en la 

figura 3.17. Este retorcimiento es debido al arreglo entre la tendencia de los complejos 

de Au3+ a ser cuadrado planos y la repulsión estérica entre los dos ligandos dppz. De 

acuerdo a los datos disponibles, la formulación para el complejo en estudio 

corresponde a una configuración de Au(lll) de 16 electrones.

B

3.17. E s^rtu ra  propu^te para [^ (d W z ^ F '-76
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3.2.2. Estudios de interarción rc n  el ADN 

3.2.2.1. Titulaciones e s^^ro sró p ira s

Las pruebas de titulación espectroscópica mostraron que los incrementos de 

cantidades de CT ADN a soluciones del complejo causaron hipocromismo (figura 3.18) 

de 45% (entre 271 y 276nm) y 7% (para ambas longitudes de onda, 363 y 382nm) en 

el máximo de la señal del complejo. Un desplazamiento de 6nm hacia el rojo 

correspondiente al máximo fue obseroado en el rango de 271-276nm. Esta 

obsewación nos da una evidencia de la interacción entre el complejo de Au y el 

ADN.77 Además, basados en los valores obtenidos en las titulaciones 

espectroscópicas, la constante de unión del complejo-ADN fue calculada 

((1.8±0.4)x105). Este valor obtenido está dentro de los valores de los compuestos que 

son considerados a tener interacción con el ADN.78

Figure 3.18. de titulaciones e s ^ ^ ^ ró p ira s  del rom pido

[Au(dppz)2]CÍ3 ron CT-ADN [Compl^o]= 2 .^ x 1 ^  M y [ADN]= 0-120pM.™

A pesar de que las titulaciones espectroscópicas proveen infamación acerca 

de una posible interacción de un complejo metálico con el ADN, ellas no nos dicen 

algo sobre el tipo de interacción que tiene lugar. Por eso es importante llevar a rabo 

pruebas hidrodinámiras. Tales experimentos han sido frecuentemente usados para 

evaluar cambios estructurales en la hélice del ADN por interacción intercalativa,
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obseroada por bromuro de etidio la cual es un clásico interralador78 y por muchos 

otros complejos metal-dppz previamente reportados.79 80

3.2.2.2. M uidas de v i^ s id a d

Las medidas de viscosidad del ADN en presencia de diferentes 

concentraciones del complejo en estudio se muestran en la figura 3.19. En la figura se 

obseda que un incremento en la concentración del complejo produce un incremento 

de la viscosidad del ADN. De esta manera, se puede deducir que el complejo, sin duda 

es un intercalador del ADN.

(A u c r n v l « H D I I A )

Figura 3.19. E f^ to  del in térnenlo  de la ronrentratión del romplejo 

[Au(dppz)2]Cb en la v i^ s id a d  relativa del Calf-toymus ADN a 25°C.78

3.2.2.3. E l^ ro fo ra is  en gel de agaro^

En la figura 3.20 se obseda la diferencia en la movilidad del plásmido solo 

(superenrollada) y el plásmido incubado con diferentes concentraciones del complejo. 

El incremento en la concentración del complejo de oro causó cambios en la movilidad 

del plásmido. Dos bandas pueden ser vistas de 0 a 86 pM, uno debido al plásmido en 

la forma superenrollada (forma I de la figura 3.20) y la otra debido a cierta cantidad en 

la forma circular (forma II). A concentraciones más altas de 86pM solo la banda 

correspondiente a la fom a circular es obsewada. Este resultado es similar a los ya 

reportados para los complejos7 [Cu(dppz)(N0 3 )]NQ3 y [Cu(dppz)2(N0 3 )](N0 3 ).
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O 1 2 3 4 5 6  7 8

Figura 3.20. E f^ o  del inaemento de la concenfradón del complejo [Au(dppz>2]Cl3 en 

el su^renrollam iento del plásmido pUC119. [pUC119]=126 p^m L, [C om pilo] (pM): 

linea 0 = 0, linea 1=13 ,  linea 2 = 17, linea 3 = 29, linea 4 = 57, linea 5 = 86, linea 6 = 

129, linea 7 = 171, linea 8 = 214.76

3.2.3. Pmebas b io l^ ira s  en cu ltiva

Los promastigotes de L. m exi&na fueron suplementadas con suero fetal de 

bovino al 5% inactivada al calor, tratadas a 26°C con el complejo disuelto en DMSO. 

Las concentraciones finales del complejo entre 0,34 nm y 34 se agregaron por 

triplicado a los cultivos de promastigotes en fase de crecimiento exponencial. El 

ligando dppz también fue añadido a una concentración máxima de 10pM. La cinética 

de inhibición de crecimiento fue medida durante 48 horas por conteo directo en una 

cámara de Neubauer, y por conteo indirecto en un espectrofotómetro a 560 nm. La 

viabilidad fue medida por exclusión del azul tripano. Este método convencional 

consiste en la adición de azul tripano (compuesto diazoico, que se agrega al 0.1% por 

5 min) a muestras de cultivos después de la incubación con el complejo. Las células 

muertas son permeables a teñirse permitiendo fácilmente obsewación directa de ellas 

y el respetivo conteo.81 El complejo [Au(dppz)2]Cl3 indujo una potente actividad 

antiproliferativa dependiente de la dosis con una concentración inhibitoria mínima 

(MIC) de 3.4 nM y una dosis letal (LD26) de 17 nM por 48 horas (figura 3.21). Los 

parásitos mostraron menor movilidad, inflamación y vacuolización del citoplasma antes 

de la rotura de la membrana celular. Resultados similares fueron obtenidos con el 

complejo [Cu(dppz)2]BF4 (LDM of 41 nM), las cuales estaban asrciados a alteraciones 

ultraestructurales raracterizadas por células binucleadas a concentraciones 

subletales.82
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Ffcura 3.21. Efrcto del romplejo de [Au(dppz)2]Cb M bre el o im ie n to  

de prom astígot^ de Lei&mania (L) mexicxm. i  = adidón del rom pido. 

Densidad u lu la r A cu lada tr ip u d o  ron desviadón estándar = ±2 

millones promastígotes / mL.re

Por otro lado, el ligando dppz a una concentración de 10 pM (tres órdenes de 

magnitud superior a las concentraciones efectivas del complejo) solo Indujo un leve 

efecto lejshmanlaclda disminuyendo la velocidad de crecimiento de los parásitos en 

25%. Esta baja concentración efectiva del complejo [Au(dppz)2]Cl3 constituye un buen 

punto de Inicio para el desarrollo de un posible metalofármaco de oro para el 

tratamiento qulmloterapéutlco de la Leishmania. Aunque las Investigaciones sobre este 

complejo se encuentran en una primera etapa, los resultados obtenidos sugieren que 

un posible mecanismo de acción lelshmanjaclda Involucra la Interacción del complejo 

de oro con el ADN del parásito.
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C a p í W o  4

ARSEW L T E ^ ^ U T IC O  Y M ETÁLICA

EN ESTUOO C O O T ^  LA M L A ^
V--------------------------------------------------------------------------------------------------------

1. ^ S E N ^  T E ^ É U T IC O  T ^ IC IO N ^

Diseño y síntesis de nuevos agentes antiparasitarios utilizando un producto natural 

como prototipo son tareas importantes de la química medicinal. Uno de los ejemplos 

más sobresalientes involucra a los indígenas sudamericanos, quienes extraían la 

corteza de los árboles Cinchona, usando el extracto para combatir los escalofríos y la 

fiebre en el siglo XVII. En 1633 se introdujo esta medicina herbal en Europa, donde se 

le dio el mismo uso y también contra la malaria. En 1820 se aisló el componente 

activo, determinándose posteriormente que se trataba de la quinina (1), el primer 

compuesto en exhibir actividad antimalárica significativa. Para eliminar sus efectos 

tóxicos, se intentó mantener, sintéticamente, algunas de las características químicas y 

estructurales de este alcaloide usándolo como compuesto líder, así se produjo el 

análogo sintético, la cloroquina (CQ) (2), que fue, inicialmente, un tratamiento 

excelente para la malaria (Figura 4.1 j.83

^ ^ ro 4 .1 . Esfrutfura de la Quinira (1) y de su a n á l^o  sintétiro la 

C lor^uina (CQ) (2)ra
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1.1. D^arnollo de las ^ in ^ u in o lin a s

A pesar de su baja eficacia y tolerabilidad, la quinina aun juega un rol 

importante en el tratamiento de la malaria multirresistente debido a su alta solubilidad y 

porque se puede suministrar intravenosa en pacientes que ya no pueden tolerar la 

mediación oral. La pamaquina (3) (Figura 4.2), sintetizada en 1925, es una 8- 

aminoquinolina y uno de los primeros antimaláricos sintéticos que resultó ser más 

potente que la quinina al erradicar las etapas hepáticas del parásito en humanos y el 

resurgimiento de la malaria por Plasmodium vivax. En 1932 se desarrolló la mepacrina 

(4) (Figura 4.2), la cual es activa contra las etapas sanguíneas del P. falcipamm, 

también es conocida como atebrina o quinacrina y recordada de la Segunda Guerra 

Mundial por la pigmentación amarilla que producía en la piel de los soldados.^

La CQ (2) (Figura 4.1) se sintetizó en 1934 pero sólo se inició su uso hasta 

1946 por ser considerada, inicialmente, muy tóxica. Su síntesis se llevó a cabo en los 

laboratorios de Bayer en Alemania bajo el nombre de resoquina.“  Desde entonces, la 

CQ ha sido el antimalárico más importante y efectivo, de tal forma que se utilizó 

desmesuradamente en un esfuerco para erradicar la malaria del planeta, llegando 

incluso a suministrarse a la población en la sal de cocina. Poco después de que este 

programa de erradicación diera inicio, se presentaron los primeros casos de cepas 

resistentes al medicamento en las mismas regiones donde se distribuyó la sal de 

cocina con la CQ. Como alternativa, se introdujo el fármaco amodiaquina (5) (Figura 

4.2), activo contra las cepas resistentes a la cloroquina aun cuando ésta última todavía 

representa el medicamento más usado, por su muy bajo costo de producción. El uso 

de la amodiaquina se limitó desde los rohenta debido a la aparición ocasional de 

agranulocitosis* en los pacientes. También la mefloquina (6), que se considera un 

agente terapéutico estándar contra la malaria resistente a la cloroquina, se ha

x Redurcita de la ^ tid a d  nomal de rélulre de la en el flujo
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restringido en uso por su alto costo y por la aparición de efectos colaterales 

neurosiquiátricos en algunos pacientes.

Entre los compuestos quinolínicos en desarrollo clínico se cuentan la 

prirnaquina (7), usada desde los cuarenta contra las etapas hepáticas del P. vivax, por 

lo que también siwe como profiláctico; además, previene la maduración de los 

gametocitos fértiles. La optimización en la estructura de la prirnaquina (7) y la 

pamaquina (3) llevó a la tafenoquina (8), un compuesto menos tóxico y con un tiempo 

de vida media más largo en el plasma sanguíneo, de 2 a 3 semanas. Es activo contra 

las etapas eritrocíticas del parásito y susceptible contra las cepas multirresistentes a la 

CQ. La pironaridina (9) tiene similitudes estructurales con la CQ, la mepacrina (4) y la 

amodiaquina. Se desarrolló en China, donde fue registrada desde los ochenta, es muy 

activa incluso contra los parásitos resistentes a la CQ.
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Una estrategia para contrarrestar la resistencia de los parásitos a las 4- 

aminoquinolinas, involucra la síntesis de profármacos quiméricos o híbridos: 4- 

aminoquinolinas con actividad antimalárira conocida unidas a otro fragmento con 

algún tipo de actividad diferente, en este caso un inhibidor (10) de glutatión-reductasa, 

ambos enlazados a través de un enlace éster metabòlicamente lábil. El desarrollo de 

las trioxaquinas también combina las ventajas farmacológicas de los peróxidos y las 4- 

aminoquinolinas; de éstas, la más activa es la DU-1102 (11), también altamente 

eficiente contra los P  falcipamm  resistentes a la CQ (Figura 4.2).

Entre otros compuestos activos de la actualidad se encuentra el sesquiterpeno 

artemisinina (12) (Figura 4.3), un 1,2,4-trioxano, el potente componente antimalárico 

de la ancestral Artem isia annua, empleada como remedio herbal en China para la 

fiebre y más recientemente para el tratamiento de P. faiciparum  multirresistentes. Sin 

embargo, su valor terapéutico disminuye debido a su pobre solubilidad; como 

consecuencia se han desarrollado varios derivados. Por reducción de la artemisinina 

se obtiene la dihidroartemisinina (13), a partir de la cual se llega a una serie de 

derivados semisintéticos de primera generación: Artemeter (14) y Arteter (15) (Figura 

4.3), compuestos más potentes que la Artemisinina pero más tóxicos para el SNC 

(sistema nemoso central) y con menor tiempo de vida en el plasma, rápidamente 

excretados en la orina.86

13 16
17; R ^ H ^ h ( r o ^ a ) ^

F^ura 4.3. Estactura qufmira del prráucto natural artemisinina (12) y de sus derivados S O T i-sin té ti^ (13-17).“
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Como una nueva alternativa se desamollan el artesunato de sodio (16) y el artelinato 

de sodio (17), con menor toxicidad en el SNC. Este tipo de moléculas representan una 

nueva clase de compuestos antimaláricos que no se basan en la estructura de la 

quinolina y que además son activos contra las cepas multirresistentes, sin surgimiento 

de resistencia alguna hasta el momento, convirtiéndose rápidamente en el fármaco de 

elección en la mayoría de los casos de malaria en los países donde se presenta y 

constituyéndose en la clase de antimalárico más impodante disponible actualmente.87 

Se ha podido establecer que la unidad de peróxido de estos trioxanos es esencial para 

su potencia como antimalárico. El entendimiento del mecanismo de acción y el 

metabolismo de la artemisinina (12) y los endoperóxidos semisintéticos (13- 17) 

(Figura 4.3) es un objetivo esencial para el desarrollo de nuevos trioxanos 

antimaláricos.88

1.2. M ^anism o de arción de las 4-amin^uinolinas

Por muchos años se ha aceptado que la digestión de la hemoglobina del 

eritrocito hospedador se desarrolla en la vacuola digestiva, donde existen enzimas 

proteolíticas (proteasas aspártico, cisteínicas y metaloproteasas) que son activas bajo 

condiciones ácidas. De esta forma el parásito adquiere los aminoácidos requeridos 

para la síntesis de sus propias proteínas mientras que desarrolla un proceso de 

desintoxircción del hemo libre, para evitar la toxicidad ocasionada por la acumulación 

del mismo, debido a la generación de esprcies superóxidos y peróxidos que 

desencadenarían modificación de aminoácidos, así como daños a las membranas 

celulares y al ADN.89 Este proceso de desintoxicación consiste en oxidar el hemo libre 

(Fe(ll)FPIX) a hematina (Fe(lll)FPIX) para generar posteriormente por polimerización 

de la hematina el pigmento malárico inocuo denominado Hemozoína o P-hematina 

(figura 4.4).90 Ya que tanto la liberación de los aminoácidos como la desintoxicación 

por el grupo Fe(lll)FPIX por polimerización son esenciales para la superoivencia del 

parásito, ambos procesos podrían ser blancos de los medicamentos 4- 

aminoquinolínicos. Entonces, las 4-aminoquinolinas como la CQ podrían formar
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complejos con el grupo Fe(lll)FPIX libre impidiendo que el parásito la polimerice para 

desintoxirarse, de hecho, la afinidad de la cloroquina por el parásito es similar a la 

afinidad de del Fe(lll)FPIX por la cloroquina. Esta hipótesis se fortaleció al 

comprobarse que el complejo cloroquina-Fe(lll)FPIX es incluso más tóxico para el 

P/asmtáium  que el Fe(lll)FPIX libre. Esto, sumado a la elevada concentración que 

alcanza la cloroquina dentro de la vacuola, miles de veces superior, comparada con su 

concentración en las células eritrocíticas, hacen de las 4-aminoquinolinas compuestos 

interesantes para explorar las razones que han llevado a la resistencia hacia el 

mediramento cloroquina.

Fomî ión de

Gradieme de pH HOOC COOH
COTH

N ^C H ,

Ffeura 4.4. b i^ u ím ú ^  durante la ingestión de la hem ^lobina y el blanro de la CQ. La CQ es una base

débil diprótiro (pkai=8.1; pka2=10.2), en su fo ^ a  protonada puede afraveror las membranas de los erítrrátos 

invadidos y moverse ron el gradiente de pH para aromularse en la varoola (pH-5.5) del invaror, donde ro  a ro  

que las 4-am in^uinolinas ^erron  su m ^n iO T o  de aroión. La CQ ro  acumula hacia abajo del gradiente de pH, de 

tal forma que su roumulroión en d  parásito ro  10,000 vroes mayor que en el glóbulo ro jo ."

1.3. El rol del g m ^  en la ^s ic ió n  C-7 del anillo qu ino lin ic

Busrando los componentes estructurales necesarios para conseguir el nuevo 

agente antimalárico que supere los problemas de resistencia y mantenga una 

excelente bioactividad y baja o nula toxicidad, se ha encontrado que 7-bromo y 7-yodo 

aminoquinolinas con cadenas laterales diaminoalcániras cortas (2 ó 3 rarbonos) y 

largas (10-12 rarbonos) son activas contra parásitos P. fclcipawm  resistentes y

CO-
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sensibles a la cloroquina. Los resultados sugieren que el número de carbonos entre 

los dos nitrógenos de la cadena diaminoalcánica de las 7-bromo o las 7-yodo 

aminoquinolinas es crucial para la actividad contra los P. faícipawm  resistentes, al 

igual que con las aminoquinolinas 7-cloro sustituidas.91 Las evidencias permiten 

proponer un detallado modelo de relación estructura-actividad para la CQ así: el 

núcleo de la 4-aminoquinolina provee, por sí solo, una estructura acomplejante del 

grupo hemo, pero no lo suficiente para la inhibición de la formación de hemozoina; el 

cloro en la posición 7 es responsable por la inhibición en la formación de hemozoina 

pero, probablemente, tiene poca influencia en la fuerza de asociación con el hemo; la 

radena lateral aminoalquílica es un requerimiento para la fuerte actividad 

antiplasmódica, probablemente ayuda con la acumulación en la vacuola y también 

parece aumentar la fuerca de asociación con el hemo en algunos casos (Figura 4.5).92

Inhibictón de la 
fonación fe 
^fematina

Grupo acomplejante 
con el hemo FPIX

B ^e s  febles: ayudan 
en la a^m ulacife del 
c o m p e to  trampa 
depH

Figura 4.5. R eg ión  ^tactu ra -a tfv idad  propuesta para Ira  ^m puestrc 

b a ld o s  en la d o r^u in a .“

Los cambios en la longitud de la cadena lateral diaminoalquílica tienen poca 

influencia sobre la actividad contra las cepas sensibles a la CQ, pero una influencia 

profunda contra las cepas resistentes. Parece que con tan solo hacer grandes cambios 

en tal radena lateral se puede superar la resistencia a la CQ, sin tener que hacer 

cambios en el fragmento 4-amino-7-haloquinolínico, responsable del acomplejamiento 

con el grupo hemo y la inhibición de la formación de p-hematina, lo cual se 

correlaciona con la capacidad electroatrayente del grupo en la posición C-7 del 

sistema quinolínico. Por su tamaño y propiedades, el grupo 7doro se ha id e n tific o
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como una característica necesaria para la inhibición en la formación de P-hematina 

sobre otros grupos electroatrayentes o electrodonantes.93

2. COMPLEJOS METÁLICOS EN ESTUDIO

El principal problema en la lucha contra la malaria lo representa la resistencia 

hacia múltiples fármacos desarrollada por los parásitos del género Plasmodium, 

agentes causales de la malaria; requiriéndose nuevas estrategias para solventar esta 

situación. Una estrategia que ha cobrado auge es la incorporación de una porción 

organometálica a drogas antimaláricas estándar, con la finalidad de revertir la 

resistencia y prolongar su vida útil como antimalárico; tal es el caso de la ferroquina 

(FQ) y sus distintos derivados. Encontramos que los complejos de oro, rutenio y rodio 

derivados de cloroquina (CQ), así como la síntesis de complejos multidentados de 

metales (III), han sido reportados como potenciales antimaláricos.4 A continuación se 

presenta una breve revisión del desarrollo de estos compuestos, haciendo énfasis en 

los diversos mecanismos de acción que pudieran estar involucrados en dicha 

actividad.

2.1. Complejo de robre: Síntrois y roraderízación de romplejos de cobre (II) con 

ligando piridina-2-rortoxamidrazonasM

Gokhale H. y colaboradores^ han repodado algunos complejos de cobre (II) 

con ligando piridina-2 carboxamidrazonas. El complejo caracterizado 8a muestra una 

geometría cuadrada plana altamente distorsionada con una coordinación 

intermolecular débil por parte del ligando sulfuro tiofenil teniendo como resultado una 

disposición en forma de apilamiento en la red cristalina. Las actividades in vitro de los 

compuestos sintetizados contra el cepas de Piasmtáium fáicipawm  son reportados 

por primera vez, la cual muestra claramente la ventaja de formación del complejo de 

cobre y el requisito de una geometría tetracoordinada alrededor del átomo de cobre

4 En el roexo se reume la actividad biológica de algunrn romplejrn m etilira  y orgm om etilira
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como una de las principales roracterísticas estructurales para el diseño de tales 

antimaláricos.

2.1.1. Cararterización de los complejos metáliros de robre

Los compuestos heterociclos tiosemicarbazonas tales como la 2-acetilpiridina 

tiosemicarbazona (1) (figura 4.6) han mostrado poseer una gran actividad 

antimalarica.95 Las carboxamidrazonas (2) tienen un gran parecido estructural a estas 

tiosemicarbazonas y han demostrado tener prometedoras propiedades

antitumorales.96 Como parte lógica de estas semejanzas, Gokhale H. y 

colaboradores94 hacen un estudio de las actividades antimaláricas contra el 

Plasmodium falciparum  de una serie de complejos de Cobre(ll) con ligando piridina-2 

carboxamidrazonas.

Los complejos de cobre9697 fueron sintetizados de acuerdo al esquema 1. 

Típicamente, el ligando piridina-2-carboxamidrazona y la sal de cloruro de cobre 

dihidratada se mezclan en una relación molar de 1 a 1 en etanol y bajo reflujo durante 

1 hora. Finalizada la reacción Los cristales obtenidos se filtran y secan a vacío. Los 

cristales marrones que se obtuvieron del complejo 8a fueron sometidos a 

recristalización y difracción de rayos X para su estudio cristalográfiro. Los datos 

obtenidos de longitudes y ángulos de enlace se muestran en la tabla 1.

F ^ ra  4.6. E s to tra s  de Itc heterrciclre ti^ s m ira r^ o n a s  (1) y ^ ta ix a m id r ^ n ^  (2).M
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1. Complejos de cobre (II) ron ligando plridina-2-rortoxamidrazona te ) y 

ligandos rones^nd ien tro  (^8 ).M

La estructura molecular del compuesto 8a (figura 4.7) corresponde a un 

complejo mononuclear con el ligando 8 actuando de forma bidentada a través de dos 

átomos de Nitrógeno (N(1) y N(3)) formando un anillo quelato de cinco miembros. 

Este anillo quelato es formado por una rotación de 180° del grupo piridilo alrededor 

del enlace C(5)-C(6). La esfera de coordinación alrededor del cobre (1) es completada 

por dos ligandos cloruros y presenta una geometría plana cuadrada altamente 

distorsionada.

T a to  1. Ángulos y distandas de enlace del ^m ple jo  te

A ^utedero^roO  (A)
N(1)-Cu(1)-N(3) 81.2(2) CI(1)-Cu(1)-CI(2) 98.05(7) Cu(1)- N(1) 1.986(6)

N(1)-Cu(1)^l(2) 150.76(16) N(1)-Cu(1)-S(1a) 76.68(16) Cu(1)-N(3) 1.979(6)

N(3)-Cu(1)-CI(2) 100.42(16) N(3)-Cu(1)-S(1a) M.99(16) Cu(1)-CI(1) 2.2369(19)

N(1)-Cu(1)-CI(1) 96.46(17) Cl(1)-Cu(1)-S(1") 128.59(7) Cu(1)-CI(2) 2.2109(18)

N(3)-Cu(1)-CI(1) 145.17(17) Cl(2)-Cu(1)-S(1a) 74.41(6) Cu(1)-S(1a) 3.510(2)
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F^ura 4.7. Esüuctura molecular del romplejo [Cu(8)Ch] te , ron ¡nterarciones 

íntermolTCulares Cu-S. 8: ro rres^nde al ligando; te  ^  el romplejo.M

Aunque las distancias Cu-N son similares, como también lo son las distancias 

Cu-CI, el Cl(1) esta desplazado una distancia de 1.184(6) Á por encima del plano 

formado por los átomos NCCNCu y el Cl(2) desplazado 1.136(6) Á por debajo del 

plano en mención. El ángulo diedro entre este plano y los planos que abarcan el CuCb 

es de 43.74(12)°. La fuerza impulsadora para esta distorsión parece estar en los 

efectos estéricos ejercidos por el voluminoso grupo metil en C(8), el cual es 

desplazado fuera del plano de la amidrazona lejos del cloruro Cl(2). Un contacto 

intermolecular débil (3.510(2) Á) es obseroado entre el Cu (1) y los átomos de S(1) de 

la molécula adyacente, resultando en un apilamiento de moléculas en la estructura 

cristalina (figura 4.7). Este apilamiento es retobado por enlaces de hidrógeno entre el 

grupo amino, N(2), y los ligandos cloruros de la molécula del complejo adyacente. Los 

ligandos ( ^ )  presentan fuertes bandas de absorción alrededor de 3300-3500 cm-1 

debido al enlace de hidrógeno intramolecular del grupo NH2 mientras que el grupo 

imino (C=N) bandas alrededor de 1630-1590 cm-1. Las bandas NH2 correspondientes 

al complejo de cobre son desplazadas a frecuencias más bajas debido a la pérdida del
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hidrógeno intramolecular (tabla2), mientras que las frecuencias del grupo imino C=N 

son desplazadas a mayores.98

TaMa 2. Datos a n a lít i^  para los rom piera

IR (o t -1) b Ei*M
^ H 2) %C %H %M

fe 3388,3224 1628, 1697 833,625 51.61 (51.71) 3.68 (3.87) 13.48(13.57) -0.05

te fe16,3316 1633,1601 830 49.19 (49.27) 4.11 (4.83) 15.18(15.21) +0.10

fe fe00,3276 1626,1616 fe2 50.01 (49.23) 3.41 (3.43) 15.44 (15.te) +0.47

fe 3369,3270 1635,1597 818 45.46 (44.60) 3.00 (3.47) 12.82 (12.60) +0.19

7a 3fe2,3274 1653, 1560 663 40.83 (41.73) 3.36 (3.47) 16.42(16.99) +0.26

fe 3482, 3352 1660,1566 727 38.60 (38.01) 3.08 (3.16) 16.71 (16.77) +0.23

a: En A ven te  DMF, b: Los va lo ra  en paréntesis son Ira valores ralraladra.

Los resultados de los espectros de los complejos en solvente DMF mostraron 

amplias bandas de absorción d-d alrededor de 700-800 nm característico de un 

complejo octaédrico distorsionado.99 La amplitud de estas bandas puede implicar que 

el solvente forma parte de la esfera de coordinación.100

2.1.2. Artividad antim ateria de los OTmplejosy ligandos^

La actividad antimalarira de todos los compuestos fueron probados contra 

cepas 3D7 de Plasm táium  folciparnm  y los valores de EDw (dosis efectiva en la cual 

es obsewado el 50% de inhibición del parásito) son mostrados en la tabla 3. Los 

resultados de estos valores de dosis efectivas en los ligandos revelan que el 

compuesto 7 es el más activo de todos los ligandos con un valor de EDw de 0.9 pg/ml. 

Una posible explicación es por la estrecha analogía que tiene con el heterociclo 

tiosemicarbazona y que posee actividad antimalarica. La incorporación del heterociclo 

de azufre (como en 8) o la cadena lateral del orto-tioeter (como en 6) sobre la 

amidrazona parece tener muy poca influencia en la actividad antimalarica. De ello 

puede deducirse que la presencia del 2-piridil-etilideno puede ser el motivo estructural 

más impodante de la actividad antimalarira de las carboxamidrazonas.
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Las actividades antimaláricas de los complejos de cobre se encuentran en el 

rango de 0.13-1.48 pg/ml (excepto para el complejo 7a con un valor de 9.40 pg/ml) 

indicando claramente la mejora en la potencia por la conjugación del cobre. La más 

alta actividad antimalarira fue obtenida por el complejo 8a el cual exhibe el valor más 

bajo (ED5o = 0.13 pg/ml). Se obseda que la geometría plana cuadrada es la 

característica estructural preferida en estos compuestos. El otro factor que incrementa 

la actividad de estos complejos son sus potenciales de reducción positivos los cuales 

facilitan su reducción a Cu(l) que es peijudicial para el crecimiento del parásito.

T a to  3. tatividad antimalárira de ligandos (&-B) y ram plejra 

ra n ta  rapas 3D7 de P/a^táium  fata^rnm

ED» (^ m l)

3(R =H, K  = 2-OCH2Ph-Ph) 3.50

4(R=H, Ar- 4-t-Bu-Ph) 2.70 2.70

5(R= H, Ar- Naftil) 3.50

6(R=H, Ar- 4-C I^-P h-Ph) 7.30

7(R=Me, Ar- 2-acet¡lp¡rid¡na) 0.90

B(R=Me, Ar- 2-acetiltiofeno) >30

[Cu(3)CI2] 3a 1.25

[Cu(4)Cl2] 4a 0.44

[Cu(5)Cl2] 5a 1.48

[Cu(6)CI2] 6a 1.09

[Cu(7)Cl2] 7a 9.40

[Cu(B)CI2] 8a 0.13

Cloroquina 0.01

En resumen los complejos de cobre con ligando rarboxamidrazona presentan 

gran actividad antimalarica contra cepas 3D7 de Plasmodium falciparum  

probablemente como un resultado de sus geometrías planares, aumento de su 

liposolubilidad y su fácil reducción a especies de Cobre (I).
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2.2. Complejo de Galio: Complejo antimalánro de Galio(lll) ron actividad ^ l^ iv a  

contra plasm táium  fe lc i^m m  resistente a la C lor^u ina101

Sharma, V. y colaboradores101 reportan la caracterización química, estructura 

cristalina y la demostración directa de la inhibición de la polimerización del hemo libre 

por el complejo [{1,12-bis- (2-hidroxi-3-methox¡benz¡l)-1,5,8,12-

tetraazadodecano}gallium(lll)] {[Ga(madd)]- 1J. El galio pertenece al grupo 13 del 

sistema periódico de los elementos y presenta propiedades generales y raracterísticas 

de coordinación muy similares a las de sus congéneres Al(lll) e In(lll) . Pero, 

adicionalmente, tiene también fuertes similitudes con el Fe(lll). Por esta razón se elige 

el Galio (III) como modelo del Fe(lll) ya que amtos poseen similares propiedades. Así, 

el radio iónico del Ga(lll) en coordinación octaédrica es de 0.76 Á y resulta comparable 

al del Fe(lll) de alto espín en igual coordinación (0.785 Á). Por otra parte, ambos 

cationes se comportan como ácidos duros, mostrando fuerte afinidad por ligandos 

duros o intermedios y, en particular a átomos donores de oxígeno o nitrógeno. Por 

estas razones es esperable que el Ga(lll) siga caminos metabólicos similares a los 

bien conocidos para el hierro. Sin embargo, hay una diferencia fundamental entre 

ambos y que tal vez sea relevante para la actividad biológica del galio. Así, el Ga(lll) 

posee una estructura electrónica externa estable (3d10) resultante de la pérdida de dos 

electrones 4s y un electrón 4p, de manera que el Ga(lll) debe ser considerado como 

un catión inactivo, desde el punto de vista redox en condiciones fisiológicas, lo que 

inhibe su participación en proteínas involucradas en el metabolismo del oxígeno y en 

procesos de óxido reducción, a diferencia del Fe(lll) que puede ser fácilmente reducido 

a Fe(ll).

2.2.1. Caraderización del romplejo de Ga(lll)

Para el análisis el ligando requerido amino fenol, H2madd, fue obtenido por 

medio de la reducción del producto de condenación de cantidades estequiometricas 

de bis(WW' aminopropil) etilenediamina y 3-metoxisalicilaldehido.102-103 El complejo
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[Ga(madd) ] +1 (figura 4.8) fue obtenido disolviendo el ligando H2madd en metanol con la 

sal hidratada de perclorato de galio(lll). El espectro 1H RMN del complejo en (CDa)2SO 

mostró tener señales de sobresolapamiento por el eje hidrocarbonado y un conjunto 

de señales por los protones aromáticos que concuerdan con ambientes aromáticos 

químicamente equivalentes. El protón desacoplado del espectro 13C RMN registro bajo 

condiciones similares 12 resonancias de un máximo de 24 indicando permanencia de 

un alto grado de simetría alrededor de la fracción etilènica en la coordinación del 

metal-ligando.

Figura 4.8. Esfrurtura del rom pido ratióniro [Ga(madd)]*’ en [Ga(madd)]CI04.101

El Ga(lll) está coordinado por 6  átomos en un ambiente de coordinación del 

tipo N4O2: involucra dos átomos de oxígenos del fenolato y cuatro átomos de nitrógeno 

amínicos proporcionando una estructura octaédrica. Además, la estructura revela la 

fonación de cuatro anillos de seis miembros y uno de cinco miembros en el metal 

coordinado. El ángulo más pequeño N(2)-Ga-N(3), se atribuye a las restricciones del 

anillo quelato de cinco miembros formado ^ r  los átomos de N(2), C(11), C(12), N(3) y 

Ga. Los ángulos trans (tabla 4) que se forman por N(1)-^a-N(3), N (2)-^^N (4) y
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0 (1 )-^ a ^ (2 ) tienen un promedio de 175.4o, mientras que los ángulos cis que se 

forman por promedian 90.0o, lo cual indica que se trata de una geometría

octaédrica ligeramente distorsionada. Los ángulos y distancias de enlace de los 

átomos pertenecientes a la esfera de coordinación son similares a los ya reportados 

complejos antimaláricos104' 105 de Galio(lll) con ligando 5-bromo amino fenol y base de 

shiff con ambiente de coordinación N4O2.

TaWa 4. ^ ig u lo s  y d is ta b a s  de enlare del romplejo [Ga(madd)^'

A ^ u te  te  (°) de (A)

N (1 )^a -N (2 ) 92.15(11) 0(1)-G a-N(1) 90.29(10) G a ^ (1 ) 1.911(2)

N (2 )^a -N (3 ) 83.22(11) 0 (1 )^a -N (4 ) 88.59(10) G a ^ (2 ) 1.950(2)

N (3 )^a -N (4 ) 90.62(11) 0(2)-G a-N(2) 87.87(10) Ga-N(1) 2.130(3)

N (4 )^a -N (1 ) 94.08(10) 0 (2 )^a -N (3 ) 90.87(10) Ga-N(2) 2.103(3)

0 (1 )-G a ^(2 ) 177.99(8) C (1 ^ (1 )^ a 122.4(2) Ga-N(3) 2.109(3)

N (1 )^a -N (3 ) 174.87(10) C(22^0(2)-Ga 119.1(2) Ga-N(4) 2.105(3)

N (2 ^ ^ ^ (4 )  173.43(10)

2.2.2. Artividad b io l^ ira  del ramplejo

La cloroquina se concentra dentro de la vacuola digestiva del parásito donde la 

hemoglobina es digestada para la obtención de aminoácidos y produciendo hemo libre 

(ferriprotoportirina IX), el grupo hemo es toxico para el parásito por lo cual lo polimeriza 

formándose un pigmento negro insoluble llamado hemozoina o p-hematina. La CQ 

inhibe la polimerización, permitiendo que el hemo libre, que es toxico para el parásito, 

se acumule en la vacuola digestiva. La resistencia que ofrece el parásito al fármaco 

(CQ) parece estar mediada por cierta habilidad adquirida en reducir la captación de la 

CQ o expulsarla fuera de la vacuola digestiva.106 Como la formación de la hemozoina 

es única en el organismo de la malaria, la inhibición de polimerización del hemo libre 

es el principal blanco para los metalofarmacos en desarrollo. Se encontró que el 

complejo [Ga(madd) ] * 1 es único en poseer una actividad antimalarira selectiva contra 

clones D2d del Plasmtóium falcipamm  resistentes a la CQ. El valor de ICm 

(concentración inhibitoria del 50%) en cepas HB3 sensibles a la CQ es mucho mayor a
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20 pM, mientras que para el complejo estudiado el valor fue de 0.5 y 0.6 pM en cepas 

FCR-3 e lndo-1 resistentes a la CQ respectivamente. Sin embargo, la actividad del 

complejo para inhibir directamente la polimerización del hemo libre in vitro iue  similar a 

otros antimaláricos en esta clase (figura 4.9). Por ejemplo, para simular el ambiente de 

la vacuola digestiva del parásito,107 el grupo hemo fue incubado junto con hemozoina 

preformada nucleadas bajo condiciones ácidas sin y con la presencia del complejo. Se 

encontró que el complejo es un potente inhibidor de la polimerización del grupo hemo 

(ICM =1.2± 0.08 pm), demostrando que es de dos a tres veces más potente que la 

cloroquina bajo las mismas condiciones.

Figura 4.9. Inhibición de la ^lim erizadón del hemo 

^ re lro m p le jo  [Gaímadd)]*1.101

La evaluación del complejo también revelo que los ángulos de enlace G a-O (l)- 

C(1) y G a^(2^C (22) cuyo valor en promedio es 120.8o, es 2.5o más agudo que el 

ángulo repodado para el complejo con ligando 5-bromo amino fenol lo que sugiere que 

la únicas propiedades que determina la actividad del complejo probablemente resida 

en la orientación espacial de las regiones ^riféricas a la fracción aromática, 

incluyendo el grupo metoxi, más que el núcleo metálico central.
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2.3. Complejo de Oro: M ^anism o de arción antimalárirc del rcmplejo metálirc 

[Au(CQ)(PPh3)]PF6

Maribel Navarro y colatoradores1M reportan el posible mecanismo de acción 

antimalarica del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 la cual es activa in vitro contra cepas de 

P. faicipamm  resistentes a la CQ e in vivo contra el P. terghei. Dicho estudio ha sido 

investigado en relación a la formación de la hemozoina y ADN como posibles blancos. 

El complejo en mención interactúa con el grupo hemo e inhibe la formación de la £- 

hematina tanto en fase acuosa como cerca de las intertases agua/n-octanol en pH ~5 

hasta un rango mayor que la cloroquina difosfato (CQDP) u otros metalofarmacos 

conocidos; la alta actividad de inhibición está relacionada probablemente al alto 

carácter lipofílico obsewado en el complejo a través de las medidas de los coeficientes 

de partición a bajos valores de pH, con respecto a al CQDP. Las interacciones del 

complejo metálico de oro con el ADN fueron exploradas usando titulaciones 

espectrofotométricas y fluorimétricas, dicroísmo circular, viscosidad, estudios de 

puntos de fusión, electroforesis y pruebas de interacciones covalentes. Los resultados 

de estos estudios indican que el complejo interactúa con el ADN predominantemente 

por intercalación y asociación electrostática de la fracción planar de la CQ, 

similarmente a la CQDP libre. El mecanismo más probable para el complejo metálico 

es por tanto la inhibición de la acumulación del grumo hemo; las altas actividades 

obseroadas en contra de la resistencia de los parásitos son probablemente debido a la 

modificación estructural de la CQ introducida por la presencia del fragmento oro- 

trifenilfosfina, junto con el incremento del carácter lipofílico.

2.3.1. Carárter li^ f ílir c  del rcmplejo metálirc e inhibición de la p-hematina

2.3.1.1. Interarción rcn la hematina

La constante de asociación (K) del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 ( figura 4.10) 

con la ferriprotoporfrina IX [ Fe(lll)FPIX] es obtenida a partir del procedimiento descrito
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por Egan y colaboradores.109 Este procedimiento es como sigue: Una solución de 

Hemina fue preparada disolviendo 3.5 mg de la misma en 15 mL de DMSO (solución 

madre). Soluciones acuosas-DMSO (40%v/v) de Fe(lll)FPIX se prepararon 

diariamente mezclando 140 pL de solución madre de Hemina con 4 mL de DMSO y 1 

mL de tampón Tris (0.2 M, pH 7.5) completando todo a 10 mL con agua destilada. La 

concentración de la Fe(lll)FPIX en estas soluciones fue de 4 pM y las lecturas de 

absorbancias fueron hechas a una longitud de onda de 402 nm. Los datos obtenidos 

fueron llevados a la ecuación A=(^+^K[C])/(1+K[C]) para un modelo de 

acomplejamiento 1 : 1 usando un ajuste de mínimos cuadrados no lineales, con 

omisión de los primeros puntos con muy baja relación fármaco a hematina, donde el 

ajuste es deficiente. Ao es la absorbancia de la Hemina antes de la adición del 

complejo metálico o CQDP, ^  es la absorbancia para el aducto fármaco-hemina a 

saturación, A es la absorbancia en cada punto de la titulación y K es la constante de 

asociación condicional.

La interacción del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 con la Fe(lll)FPIX fue 

estudiada por titulación espectrofotométrica a la longitud de 402 nm tal como se ve 

plasmada en la figura 4.11. Cuando la concentración del complejo fue incrementada a 

saturación, el hi^crom ism o alranzo un 70%. Siguiendo el procedimiento descrito y el 

ajuste de datos para un modelo de asociación 1:1, se midieron los valores de log K =

F ^ ^  4.10. E s to tra  del [^(CQ)(PPh3)]PFo.’M



l ^ o r t t m c i a  f e  l a  i ^ m i m  i n o r g f a i m  e n  e l  tr a ta m ie n to  f e  e n f e r m e t ^ f e s  t r o p i t ta k s

5.84±0.01 para la CQDP (a pH 7.4) los cuales concuerdan con los reportados por 

Sánchez-Delgado.110 Los datos obtenidos para el complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 

también foeron ajustados de manera similar obteniéndose el valor de log K= 7.69±0.01 

a pH 7.4. Estos resultados de los logaritmos indican que el complejo de Au-CQ 

interactúa con la hematina con mayor fuerza que la CQDP bajo las mismas 

condiciones.

0.7 i
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£  o .« - \
<  '

0 . «  * *
* #

0. 35-  ' *  * ..................................
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0 Z.OAlff1 4.0* Jtf1 6.0a IC* S.Oxlff* ljOxltf* 1.2 Aid’

[Au(CQ)(PPh3)JPFt (M)
Figura 4.11. Variación en absorbancia de la Fe(lll)FPIX a 402 nm como una función 

de la concentración del com pilo. Condiciones: 40% DMSO, pH 7.5, tampón 

HEPES 0.02 M, [cOTplejo]= 26.98x1^ M a 25°C. Adjunto: l<^ [(A -^ ) (^,-A )] vs

{ [Au(CQ)(PPh3)]PF6](M)}

2.3.1.2. Inhibición de la formación de la P-hematina

La transformación de hemina a 0-hematina en soluciones acidas de acetato fue 

estudiada usando espectroscopia infraroja tomando el método desarrollado por 

Egan.111 La concentración inhibitoria al 50% ICm de la formación de 0-hematina en 

solución de tampón fue realizado de acuerdo al método descrito por Domínguez y 

col.112 Una solución de hemina (50 pL, 4 mM), disuelto en DMSO, fue distribuida en 96 

microplacas. El complejo foe disuelto en DMSO y añadido por triplicado a las 

microplaras (50 pL cada una) y llevados a una concentración final de 0-20 mM. La 

fonación de la hemozoina fue iniciada ^ r  adición de ta m ^n  acetato (100 pL, 0.2 M,
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pH 4.4). Las microplaras fueron incubadas a 37°C por 48 horas para finalizar la 

reacción y centrifugadas a 4000 rpm x 15 min. Después de desechar el sobrenadante, 

las microplacas fueron lavados dos veces con DMSO (200 pL) y disueltos en NaOH 

(200 pL, 0.2 N). Las soluciones fueron adicionalmente diluidas en la relación 1:2 con 

NaOH (0.1 N) y la absorbancia fue tomada a una longitud de onda de 405 nm. Los 

resultados fueron expresados en porcentaje de inhibición de hemozoina.

La formación de P-hematina en la interfase agua / octanol fue realizada de 

acuerdo al método propuesto por Egan y colaboradores113 y modificado por Martínez y 

colaboradores.114 La hemina fue disuelta en una solución de NaOH 0.1 M para generar 

hematina y la acetona fue añadida hasta que la relación de acetona: agua sea 4:6; la 

solución final contenía 15 mg de Hematina/mL. Una muestra de esta solución (200 pL) 

fue cuidadosamente introducida en un vial cilindrico de diámetro interno de 2.5 cm 

cerca de la interfase entre n-octanol (2 mL) y la solución acuosa de tampón acetato (5 

mL. 8 M, pH 4.9). La mezcla fue incubada a 37°C por 2 horas y al final de este tiempo 

el producto (P-hematina) fue aislado por centrifugación. Las microplacas fueron 

lavadas dos veces con DMSO (2 mL), centrifugados otra vez por 20 minutos, lavados 

con 2 mL de etanol y finalmente disueltos en 25 mL de NaOH 0.1 M para proceder a la 

cuantificación espectroscópica. Para las medidas de la actividad de inhibición de 

acumulación del grupo hemo, una cantidad apropiada del fármaco fue disuelto en 

DMSO (obteniéndose una concentración de 23 mM); luego del cual se agita por 30 

minutos para equilibrar el fármaco entre las 2 fases, la solución de hematina fue 

añadida cerca de la interfase y el procedimiento seguido fue como el que se describe 

en el pámafo anterior.

Teniendo en cuenta los resultados de la interacción con la hematina, el efecto 

del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 sobre la inhibición de la formación de la P-hematina 

fue determinada cualitativamente usando espectroscopia infraroja por inspección de 

las bandas raracterístiras de la P-hematina a 1660 y 1207 cm-1. La figura 4.12a 

muestra los espectros IR de la p-hematina obtenida en ausencia del complejo
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metálico. La ausencia de las bandas a 1660 y 1210 crn~1 fue evidente después de la 

adición de 3 equivalentes del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 (figura 4.12b), indicando 

que la P-hematina no fue producida, lo cual es similar a resultados obtenidos para CQ 

y otros agentes antimaláricos.111
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Figura 4.12. E s ^ ^ ro  ¡nfrarojo de (a) ^hem atina obtenida de la hemina, (b) 

prráucto de la acumulación del grnpo hemo en presencia de 3 eq de 

[Au(CQ)(PPh3)]PF6. En ambos rasos Ira rapertros IR obtenidos después de 

una incubadón a 60°C, a pH 4.5. Las f l^ a s  del espratro IR en b, indican el 

lugar donde aparecen las bandas de ^hem atina.1“

Con el fin de obtener resultados cuantitativos de la actividad del complejo 

[Au(CQ)(PPh3)]PF6 para inhibir la acumulación del grupo hemo (HAIA), Navarro y 

colaboradores realizaron una segunda serie de experimentos en tampón acetato y en 

la interfase n-octanol / tampón acuoso. Los resultados fueron comparados con los 

obtenidos en la CQDP (tabla 5). La concentración inhibitoria del 50% ICOT para el 

complejo fue medido en tampón acetato a pH 5 el cual fue un orden de magnitud más 

alto que el obtenido por CQDP, en contradicción con la alta actividad antimalarira in 

vitro obsewada para el complejo metálico. Cuando el valor de ICOT fue medido usando 

el métráo (HAIA) en la interfase n-otfanol i  tam ^n , como es reportado por las 

referencias 116 y 121, el complejo fue aproximadamente 5 veces mejor inhibidor que 

la CQDP, la cual coincide con los resultados de actividad antimalarira in vitro para el
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complejo [Au(CQ)(PPh3)]PFe contra cepas FCB1 y FCB2 de P. falciparnm  resistentes 

a al CQ (tabla 5).115 Los resultados apoyan la idea de que los valores obtenidos de 

inhibición de acumulación del grupo hemo en la interfase n-octanol ¡ tampón acuoso 

son mejores vaticinadores de la actividad biológica in  vitro que el método clásico en 

tampón acido. Un resumen de los valores de interacción del grupo hemo junto con la 

actividad antimalarica reportada previamente se muestra en la tabla 5. La alta 

actividad inhibitoria de acumulación del grupo hemo en la interfase y la alta actividad 

antimalarica del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PFe, con respecto a la CQ, podría estar 

relacionado al carácter lipofílico del complejo. En general se acepta que la resistencia 

a la CQ se asocia a una mutación específica en el gen pfcrf y que los fármacos 

altamente lipofílicos son más rapaces de superar la resistencia.114-115116

TaWa 5. Inhibición de la fo rm iió n  de la ^hem atina, in fic ie n te  de partición y actividad antimalarira del complejo 

[Au(CQ)(PPh3)]PF8 y CQDP

Complqos Inhibidón de 

la formación 

de la ^  

hematina

HAIm (mM) en 

tam¡tóna

HAIm (mM) en 

in tense

Kc E fito  sobre el c im ie n to  

in v/ítode ip a s  de P. 
fatd^mm(\C¡a nM)d 

FCB1 FCB2

[Au(CQ)(PPh3)]PF8 + 3.42±1.89(0.1) 0.W±0.02(5) 7.69±0.01 5.1 23

CQDP ♦ 0.35±0.09(1) 3.38±0.13(1) 5.M±0.01 47 110

HAIm es la reladón fármaco a hemina r^uerida para inhibir el 50% de la s im ulación  del g ru ^  hemo 

a: Ira valores en paréntesis i n  la actividad relativa i n  r^ ^ c to  a CQDP 

b: después de 24 horas de rearcita, c: d ip u é s  de 2 horas de re a iió n , d: a 25°C

2.3.1.3. G em inación  del ^« ficiente de d&ribución

Los coeficientes de distribución agua-octanol fueron determinados según el 

método indicado en la referencias.117-118 Se prepararon mezclas de agua saturado en 

octanol y octanol saturado en agua, se sometieron a fuerte agitación luego del cual se 

dejaron en reposo por una semana hasta que las fases se separen. Se preparó una 

cuwa de ralibración UV-Visible para el complejo metálico en octanol saturado en agua 

en el rango de 2-50 pM. Una mezcla de 10 mL de n-octanol y 10 mL de agua (cada 

una saturada en la otra) fue sometida a agitación por 2 horas a 37°C, después de
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agregar la cantidad correcta de muestra a ser analizada. El pH fue mantenido en 5.1 y 

6.9 usando para ello los tampones MES y Tris respectivamente. Una vez alcanzado el 

equilibrio las fases acuosas y orgánicas fueron separadas y centrifugadas. Finalmente, 

la concentración del fármaco en cada una de las fases fue mediada 

espectrofotométricamente para determinar los valores de distribución D= [fármaco](en 

octanol) / [fármaco](en agua).

2 -  

1 .5 - 

1^

-1

-1.5

- 2 -

pH 6.51

■  [Au(COMPPh3)]PF6 

□  CQDP

Figura 4.13. C M fidentra de partción del com pilo  [Au(CQ)(PPh3)]PF8

y CQDP en una mezda 1:1 n^tanol-agua.1“

La figura 4.13 muestra el resultado de los coeficientes de distribución para el 

complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 a pH 5.1 y 6.9, las cuales simulan la vacuola digestiva del 

parásito y las condiciones cltosóllcas respectivamente. A pH 5.1 el complejo es mucho 

más lipofílico que la CQDP ( el logaritmo de coeficiente de distribución ,Log D, es de 

0.79 para el complejo metálico y para la CQDP es -1.37) lo cual puede llevar a una 

doble Implicancia: (1) el mayor carácter lipofílico del complejo favorece su acumulación 

en la interfase lípido/agua dentro de la vacuola digestiva del parásito, donde se da la 

fonación de hemozoina,119-120 y (2) el mecanismo de resistencia no podría estar 

operando eficientemente para el ramplejo Au-CQ, debido a que la proteína pfcrt 

mutada no es rapaz de reconocer este fármaco. La combinación de la mayor afinidad
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por la Fe(lll)FPIX, el incremento del carácter lipofílico y una importante modificación 

estructural de todos los fármacos con respecto a la CQDP provee una mejor 

explicación del incremento de la actividad antimalarica del complejo

[Au(CQ)(PPh3)]PF6. Esta combinación de efectos estructurales e incremento del 

carácter lipofílico del fármaco resulta en una mayor acumulación del fármaco en las 

intertases lípido/agua la cual está de acuerdo con los mecanismos de acción 

propuestos previamente para los complejos de Rutenio-CQ121 y ferroquina.1̂  Sin 

embargo, como se ha descrito anteriormente, la presencia de un ion metálico en la 

estructura de esta molécula puede también llevar a interacciones con el ADN las 

cuales podrían ser otro importante componente del mecanismo de acción antimalarica 

para el complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6.

2.3.2. Estudios de interarción rcn el ADN

2.3.2.1. Titulaciones e s ^ tro s tó p irc s

Los estudios de absorción fueron llevados a cabo mediante la adición de una 

solución de calf thymus (CT) ADN a una solución de determinada concentración del 

complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 disuelto en DMSO y registrando los valores de 

absorbancia del espectro UV-Visible a 330 nm y 343nm tras cada adición de CT ADN. 

La absorción del ADN fue restada por adición de la misma cantidad de CT ADN al 

blanco. La afinidad por los sitios de unión fueron obtenidos usando la ecuación de 

Scatchard r/Cf = K(n-1) para interacciones ligando-macromolécula con sitios de unión 

no cooperativas123'124 donde r es el número de moles del complejo metálico unido a 1 

mol de CT ADN (C ^C ^n), n es el número de sitios de unión equivalentes y k es la 

afinidad del complejo por esos sitios. Las concentraciones de complejo libre (Cf) y 

unido (Cb) fueron calculadas de Cf =C (1^) y Cb=C- Cf respectivamente, donde C es la 

concentración total de Au. La fracción del complejo unido (a) fue rclculada de acuerdo 

a a = (^ A )/(^ ^ ) , donde N  y ^  son las absorbancias del complejo libre y unido a la 

longitud de onda selercionada y A es la absorbancia a un punto dado durante la
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valoración. ^  es obtenido de la pendiente de la gráfica.125 La gráfica de valoración 

espectrofotométrica se muestra en la figura 4.14 la cual muestra que los incrementos 

de ADN añadidos a la solución del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 hasta saturación 

causaron hipocromismo de 17% a una longitud de onda de 340nm de máxima 

absorbancia, un desplazamiento hacia el azul de 3 nm y un punto isosbestico en 322 

nm. Esta obseroación da evidencia que hay interacción entre el complejo metálico y 

CT ADN. Además, los valores de constante de unión ^  del complejo al ADN a 340 nm 

son ^ 1  = (3.79±0.01)x107 M 1 y ^ 2  = (1.84±0.89)x105 M 1, las cuales se encuentran 

dentro del rango para un compuesto considerado como interaccionantes con el 

ADN.126'127

Figura 4.14. Valoratión e s^ fro fo to m é tfra  del ^m ple jo 

[Au(CQ)(PPh3)]PF6 con CT-ADN, [< ^p le jo ]=  9.98 x l ^ M y  

[ADN]=0-50 Mm.'w

2.3.2.2. Titulación fluorimétrira

Para medir la interacción del complejo con CT ADN por titulación fluorimetrica 

las longitudes de onda de emisión y excitación para el complejo se fijaron en 343 y 380 

nm respectivamente. El complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 fue disuelto en un tampón que 

contenía 70% de DMSO y 30% de Tris-HCI(Tris-HCI 5 mM y NaCI 50 mM a un pH de 

7.4) para obtener una solución de 700 pM, 20 pL de esta solución patrón fue diluida
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con 1980 pL del mismo tampón en una cubeta de cuareo y titulado con adiciones de 

10 pL de una solución de CT ADN 90 Mm (la cual contiene Tris-HCI 5 mM a un pH 7.2 

más tampón de NaCI de 50 nM). El espectro de emisión fue monitoreado a 380 nm y 

550 nm hasta que la saturación fue alcanzada. La afinidad por los sitios de unión 

fueron obtenidos usando la ecuación de Scatchard r/Cf = K(n-1).

La valoración fluorimetrira del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 se obseda en la 

figura 4.15; el complejo presenta luminiscencia a una longitud de onda de 389 nm. 

Esta banda de emisión decrece en intensidad cuando se incrementa las cantidades de 

ADN hasta llegar a la saturación. Las constantes de unión obtenidas para el complejo 

usando la gráfica de Scatchard125 son ^ 1  = (5.27±1.82)x107 M 1 y ^ 2  = 

(2.44±1.69)x105 M'1, estos valores son consistentes con los calculados por estudios de 

absorción y similares a los obtenidos para la CQ y complejos114-121 de Ru-CQ y 

otros,128 indicando que el complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 interactúa con el ADN en forma 

análoga a estos compuestos. Se podría interpretar estos resultados como una posible 

intercalación por medio de la fracción planar de la cloroquina más una interacción 

electrostática entre el complejo y los residuos fosfatos en el polímero de ácido nucleico 

que están cargados negativamente.

F ^ ^  4.15. V a l^ d ó n  fluOTmeWra del rom pido [Au(CQ)(PPte)]PFe 

C T -^N  , [rom plqo]= 7.32x l ^ M y  [^N ]= 0 -1 0  pM.,w
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2.3.2.3. M u idas de visrosidad

Los experimentos de viscosidad son muy sensibles al cambio en la longitud de 

la doble hélice del ADN y son considerados uno de los métodos inequívocos para 

determinar la intercalación o los modos de unión no intercalativos del complejo al 

ADN.122 los resultados de las medidas de viscosidad se muestran en la figura 4.16. El 

incremento de la relación molar [complejo]/[ADN] conlleva a un incremento de la 

viscosidad, similar a los complejos ya repodados de [Ru(bpy)2(dppz)]2+, el cual actúa 

como el clásico intercalador bromuro de etidio.129 El incremento en la viscosidad puede 

ser atribuido al agrandamiento en la separación entre los pares de bases del ADN los 

cuales son movidos para acomodar entre ellas la molécula intercalante.130 Por lo tanto 

esta es una evidencia más de que este complejo podría actuar como intercalador del

ADN (tabla 6).

1.5

1.4-

a  1.3

>  1.2

1.1 - 

I - —!-------------1------------- 1-----------1
0.1 0.2 0.3 0.4

|romplex]/^NA]

Hgura 4.16. Efæto del incremento de la oonœntiadôn del 

œmplejo [Au(CQ)(PPh3)]PFe sobre la vi^osidad relativa del 

CT ADN a 250C .'“

Tabla 6. Constantes de afinidad para la interaœ iôn entre [Au(CQ)(PPh3)]PFe y C alf thymus (CT) ADN

^O Tpum to E rn e s t

^1  (x107 M '1)a ^ 1  (x 105 M-1)8 ^ 1  (x107 M-’ )b (x105 M-’ )8

CQDP 1.38±0.56 1.02±0.15 3.24±1.21 3.26±1.01

[Au(CQ)(PPh3)]PF6 3.79±0.01 1.84±0.89 5.27±1.82 2.44±1.69

a iw m ^io  da lœ val̂ œ rataladœ a MO nm en el de a ^ id ó n .
b iw m ^io  de lœ val̂ œ ralraladœ a M9 nmend de flu^^œ nda.
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2.3.2.4. Pruebas de e l^ r t fo ra is

Los resultados de la prueba evidencian que no hay modificación de la movilidad 

electroforétira del plásmido pBR322 a diferentes concentraciones molares de 

[complejo] / [ADN], indicando que el complejo de oro no es capaz de provocar 

perturbaciones de la estructura terciaria del ADN a las concentraciones en estudio.

2.3.2.5. Desnaturalización té m ira  del ADN

Las curoas de fusión fueron registradas en una solución de tampón Tris-HCI 5 

mM (a pH 7.29) la cual contiene una solución de NaCI 50 mM. Las medidas de 

absorbancia fueron realizadas a una longitud de onda de 260nm con soluciones de CT 

ADN (3 mL, 70 pM) antes y después de la incubación con una solución del fármaco en 

estudio (35 pM) por una hora a temperatura ambiente. La temperatura fue 

incrementada a razón de 0.5 °C/min entre 40 y 550C y por 3°C/min entre 55 y 70°C y 

entre 70 y 90oC. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7 e indican que el 

complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 causo un incremento en el punto de fusión del ADN por 

cada incremento adicional del mismo. Estos resultados indican que hay una 

estabilización de la doble hélice del ADN por la interacción del complejo metálico, 

probablemente debido a la intercalación de la fracción planar de la CQ entre las bases 

del ADN. Esto también es apoyado por los resultados obtenidos usando solo la 

cloroquina y el ADN a una relación molar Ri de 0.5, la cual llevo a un incremento del 

punto de fusión de 15.7 °C

T a to  7. Datos de desnaturalii^ión té rn ira  del AON

RiO Ri 0.05 Ri 0.11 Ri 0.21 Ri 0.31 RiO.52

Tm (°C) 65.4 65.6 68.6 78.6 80.9 86.6

(ATm) - +0.2 +3.2 +13.2 +15.5 +21.2

Cuwas de d^naturali^raón térniira de CT ADN en p ^ ^ n tia  del romplejo [Au(CQ)(PPfo)]PFea pH 7. En las 

mismas condidones el punto de tostón fe  CT ADN k  65.4 °C
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2.3.2.6. Dicroísmo circular

Una solución patrón del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 de concentración 5 mM 

fue preparada en DMSO. Una cantidad de la solución patrón del complejo fue añadida 

a 3 mL de solución de CT ADN de 195 pM, la que a su vez se encuentra en solución 

tampón de Tris-HCI (pH 7.29), para alcanzar una relación molar de 0, 0.5, y 1.0 de 

Complejo/ADN. Las muestras fueron incubadas a 37°C por un periodo de 18 horas. 

Todos los espectros de dicroísmo circular del ADN y del complejo-ADN fueron 

registrados a 25°C y en el rango de 220-330 nm. Los datos finales son expresados 

en elipticidad molar (miligrados). La figura 4.17 muestra los resultados del espectro de 

dicroísmo circular del ADN los cuales indican que el complejo metálico no produce 

cambio alguno en los espectros, lo que signifira que este no es capaz de producir 

perturbaciones en la estructura terciaria del ADN.

270 290
- ̂ ^j^CQXPPto)JPF6 

-----: ■ CQXPPM)]PF6

Wavdragth(nm)

310- 
ri =0 
r i -  0.5 
ri = 1.0

F ^ ra  4.17. Díaoísmo a re la r del ^ ^ p le jo  [Au(CQ)(PPh3)]PF6. 

Los va lo ra  de Ri ro ^ ^ ^ n d e n  a la reladón C om pilo: ADN.1M

2.3.2.7. Interarciones avalentes

En los estudios de unión covalente, 1 mL del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 a 

una concentración de 0.2 mM fue mezclado con 1 mL de CT ADN 1 mM en tampón 

Tris-HCI ( Tris HCI 5 mM, NaCIO.», pH 7.29) y dejado en incubación por 72 horas. Las 

muestras fueron transferidas a tubos para su centrifugado. El ADN fue precipitado por
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adición de etanol (el doble volumen de la muestra) y NaCI 2M (la décima parte del 

volumen de la muestra). Los tubos fueron centrifugados y el sobrenadante 

decantado. El exceso de líquido fue eliminado y el ADN fue resuspendido toda la 

noche en agua. Este ciclo de precipitación-resuspensión fue repetido tres veces y en la 

resuspensión final se analizó el Oro por ICP y el ADN por el test de Burton.131 Los 

estudios de unión covalente indican que la cantidad de Oro unido al ADN medido 

como nmol de Au por mg de ADN aislado fue muy baja, alrededor de 10nmol de Au / 

mg de ADN. Esto indica que no existen uniones covalentes entre ellos.

En resumen el mecanismo de acción antimalarica del complejo 

[Au(CQ)(PPh3)]PF6 fue estudiado teniendo en cuento dos posibles blancos, la 

Fe(lll)FPIX y el ADN. De los resultados obtenidos se puede concluir: (i) el complejo 

[Au(CQ)(PPh3)]PF6 interactúa con el grupo hemo con una mayor constante de 

afinidad que a la de cloroquina difosfato u otros metalofarmacos con actividad 

antimalarica. Los compuestos derivados de Au-CQ también muestran una mayor 

habilidad que la CQDP para inhibir la formación de P-hematina particularmente en la 

interfase agua / n-octanol, lo cual es consistente con el comportamiento obseroado en 

los ensayos biológicos contra el P. falciparum. Estas propiedades están relacionadas 

al incremento del carácter lipofílico del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6, el cual 

probablemente le permite acumularse en las cercanía de las interfases agua-lípido 

dentro de la vacuola digestiva del parásito, donde se da la acumulación del grupo 

hemo y le impide ser expulsado por la proteina responsable de la resistencia, lo que es 

similar a reportes previos por otros metalofarmacos antimaláricos, (ii) las titulaciones 

espectrofotométricas y fluorimétricas, puntos de fusión del ADN, dicroismo circular, 

medidas de viscosidad, electroforesis en gel y uniones covalentes indican que el 

complejo [Au(CQ)(PPh3)]PF6 interactúa con el ADN en forma similar a la CQDP, 

predominantemente por intercalación y asociación electrostátira de la fracción planar 

de la CQ; estas interacciones no representan componente importante en el 

meranismo antimalárico. En resumen, se progne que el mecanismo principal de 

acción antimalarica del complejo [Au(CQ)(PPh3)]PFe contra cepas resistentes de P.
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falciparnm  es la inhibición de la formación de P-hematina. Tanto el incremento de 

actividad y la habilidad de este compuesto para disminuir la resistencia a la cloroquina 

está relacionada al alto carácter lipofílico de complejo metálico y a la impodante 

modificación estructural de la estructura de la CQ impuesta por la presencia del 

fragmento que contiene el metal.
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CapiW o5
M ETALOCENOS ANTIM ALARICOS * 1

La cloroquina (CQ), es el fármaco antimalárico más empleado hasta el presente, 

debido a su eficiencia, tolerancia, bajo costo y viabilidad. Sin embargo, la resistencia a 

la misma por parte del parásito se ha propagado a todas las regiones endémicas. Esta 

resistencia incluye otras drogas como la quinina, mefloquina y halofantrina, lo cual ha 

limitado la eficiencia de la quimioterapia antimalárica. Una de las estrategias 

empleadas en la síntesis de nuevos compuestos con actividad antimalárica consistió 

en asociar una molécula de ferroceno con la cloroquina, surgiendo la ferroquina (FQ), 

(4, figura 5.2), un derivado que ha demostrado actividad a concentraciones 

nanomolares contra parásitos de Pfasmtáium falcipamm  resistentes a cloroquina. 132 

La porción ferrocenil posee gran estabilidad en medio ácido o básico, lo que lo hace un 

randidato ideal para la síntesis de metalo-drogas. 133 La ferroquina es capaz de superar 

el problema de resistencia a la CQ y su mecanismo de acción viene siendo centro de 

atención de varios investigadores. Se cree que la FQ es capaz de inhibir la formación 

del pigmento malárico (hemozoina) y generar especies reactivas de oxígeno. En este 

capítulo se hace una revisión de las modifiraciones que son realizadas en la estructura 

de la ferroquina a fin de entender mejor su mecanismo de acción.

1. Fem^»no

Fue descubierto accidentalmente en 1951 y desde ese entonces ha jugado un 

papel im p la n te  en la apertura de una nueva área de la química organometálica. 

Comparado con otros metalocenos, el femrceno (1, figura 5.1) ha sido ampliamente 

usado en el diseño de fármacos usualmente como sustituto de los grupos fenil o alquil. 

El ferroceno es un compuesto estable, no tóxico, de alto rarácter lipofílico
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(logP<^noi/agua = 3.28) y se espera que su inclusión en una molécula mejore la 

permeabilidad de la membrana y posiblemente la biodisponibilidad del compuesto 

final. Exhibe interesantes propiedades de oxi-reducción las cuales se deben a su 

capacidad de sufrir oxidación reversible con generación de una especie del tipo catión 

- ion ferrocenio. La formación del ion ferrocenio puede ser entendida con la ayuda de 

los orbitales moleculares del ferroceno, que también explica la naturaleza 

diamagnética del ferroceno, ya que todos los electrones de la capa de valencia se 

encuentran apareados.1̂

El ferroceno (1, figura 5.1) es un compuesto organometálico que obedece a la 

regla de los 18 electrones, semejante a la regla del octeto. Del total de los 18 

electrones disponibles para la coordinación ( 6  electrones de la capa de valencia del 

Fe2+ y 6  electrones de cada ligando ciclopentadienato Cp ), 12 se encuentran en 

orbitales enlazantes y los otros 6  en orbitales no enlazantes e# y a ig. Esa 

configuración es muy importante ya que son los electrones no enlazantes los que 

determinan el comportamiento redox y muchas propiedades químicas del compuesto. 

Es del orbital HOMO atg que un electrón puede ser fácilmente removido, generando 

una especie del tipo catión- ion ferrocenio (2, figura 5.1).

2. F e^^u ina

En 1997, inspirados por los trabajos pioneros de Biot y colaboradores,1̂  

emergió el candidato 7-cloro^-[(2-N,N’-dimetilaminometil) ferrocenilmetilamino] 

quinolina (SR97193), más conocida como ferr^u ina (FQ). Este compuesto mostró
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una impresionante actividad antimalárica mucho más activa que la cloroquina en 

contra de cepas de P. falciparnm  sensibles y resistentes (ICso(cq) = 24 nM y IC5o(fq) = 

11 nM). En realidad los valores de IC50 para la ferroquina varían de 1 ,8  a 13,4nM 

dependiendo del origen del tipo de cepa de P. fetciparum. Diversos estudios mostraron 

que la actividad de la FQ es independiente de las mutaciones de los genes del 

Plasm táium  falciparnm  lo que no ocurre con la cloroquina.136 Tal factor sugiere que 

este fármaco, presenta diferentes modos de acción. 137 Como puede ser visto en la 

figura 5.2, la FQ se da por la sustitución de dos grupos metilenos de la cadena lateral 

de la CQ por una unidad del grupo ferrocenil. Debe de resaltarse que el ferroceno, 

propiamente dicho, no presenta actividad antimalarica.138

Figura 5.2. Estrurtura química de la cloroquina (3, CQ) y fen ^u in a  (4, FQ).137

La síntesis de FQ es relativamente simple y económica el cual se toma un 

compuesto atractivo para fomentar la investigación en países en desarrollo (figura 

5.3) . 139 La femoquina está siendo investigada por el grupo farmacéutico Sanofi-aventis 

y en el año 2007 se inició la fase II de ensayos clínicos en combinación con el 

artesunato de sodio y amodiaquina, según lo recomendado por la OMS.1̂
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OHC
1. t-Buü, Et20

2, f  H
NaOH, H ,0

HONHC

Cl N^etilpnolidona

F^ura 5.3. Síntesis de la fe n ^u in a  (FQ).1M

2.1. Propuestas de rn^anism os de arción de la ferr^u ina

Diversos autores vienen tratando de elucidar el mecanismo de acción de la FQ y 

comparar sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas con las de la CQ. A 

continuación se presentan algunas de estas propuestas.

2.1.1. Inhibición del pigmento malárirc

El estudio del comportamiento de la Cloroquina y Ferroquina en función del pH 

vacuolar (5.2) evidenció que la concentración de las formas monoprotonadas o neutras 

de la ferroquina es cerrc de 10 veces mayor que la cloroquina. 141 Se cree por tanto 

que la cloroquina debe estar concentrada en regiones acuosas y la ferroquina en 

regiones lipídicas (o al menos en la interfase de las zonas lípida y acuosa). De esa 

forma se presume que la ferroquina, en forma semejante a la cloroquina, inhibe la 

fonación del pigmento malárico. De hecho, hay evidencias de cristalización del grupo 

hemo en zonas lipofílircs de diversos parásitos.142 Por lo tanto el aumento de la 

actividad de la ferroquina podría ser justificada por su localización preferencial en el 

sitio de cristalización de la hemozoina, por ser más lipofílica que la cloroquina. De esa 

fom a, la femoquina, práría inhibir la propia organización del cristal de hemozoina y 

generar es^c ies  reactivas de oxígeno que podría rcusar peroxidación lipídirc.143-m
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2.1.2. Generación de es^& ies ra rtiv a s  de oxígeno

En la vacuola digestiva (VD) del parásito, el grupo hemo libre es convertido 

rápidamente a hematina, es decir, el Fe(ll) es oxidado a Fe(lll). Durante este proceso, 

los electrones liberados promueven la formación de especies reactivas de oxígeno 

tales como radicales anión superoxido y peróxido de hidrógeno. 145 Las especies 

reactivas de oxígeno pueden causar daño celular. El peróxido de hidrógeno podría 

también ser usado para la degradación del grupo hemo. En este contexto, la 

influencia del H2O2 en el comportamiento redox de la FQ y las implicancias para la 

actividad antimalárica son cuestionadas. Bajo condiciones específicas (ácidas y 

oxidantes) simulando la VD del parásito, la FQ muestra una reacción redox reversible 

de un electrón.146-147 Esto permitiría la generación de la especie ferriquinium y a su vez 

formación de radicales hidroxilo (figura 5.4), con cinéticas que son relevantes para la 

actividad antimalárica en el Plasmodium falciparnm.

Otros estudios adicionales han demostrado que la CQ no es capaz de producir 

radiales OH» por si mismos en presencia de H2O2 a las condiciones ácidas de pH 

(5,2) de la VD del parásito. Sin embargo en las mismas condiciones experimentales 

que la CQ, los radicales OH» son producidos por la FQ en concentraciones 

micromolares (15 pM) . 147 Por lo tanto esta baja concentración de radicales OH» sería 

suficiente para inducir daño significativo al parásito, debido a la alta reactividad de 

esas especies. Los radicales OH» son conocidos por ser particularmente agresivos 

frente a los ácidos grasos insaturados presentes en la membrana de los fosfolípidos, 

promoviendo una extensa reacción en radena, generando diversos productos de 

peroxidación. 148 De esa forma, la ferroquina práría inducir daños al parásito y 

amplificar la inhibición de formación de la hemozoina antes de la acción de algún 

mecanismo de resistencia.
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F^ura 5.4. Generadón de radia les hidrowlo la fern^uina.1“

2.1.3. Interarción ron la ^C R T

Otra propuesta para el mecanismo de acción se basa en el hecho de que los 

parásitos resistentes a la CQ, eliminan mucho más rápidamente las células rojas que 

aquellos parásitos sensibles a este fármaco. Este proceso es catalizado por una 

proteína transmembranal del P. falciparum  (PfCRT) . 149 Se propuso que la ferroquina 

podría entonces bloquear a la PfCRT por medio de sus propiedades lipídicas, 

actuando como un agente de reversión de resistencia141, sin embargo, ninguna 

relación directa fue encontrada entre la proteína PfCRT (responsable por la resistencia 

de la cloroquina) y su susceptibilidad a la ferroquina. 148 A pesar de que el mecanismo 

de acción de la ferroquina no está totalmente elucidado, se sabe que el grupo 

ferrocenil debe estar nTCesariamente ligado de forma covalente al esqueleto de la 

cloroquina.1M Teniendo en cuenta esto, se viene haciendo modificaciones a la 

estructura básira de la ferroquina con el objeto de entender mejor su meranismo de 

acción.

2.1.4. Enlare de h idr^eno intram ol^ular

Fueron sintetizados nuevos derivados análogos a la FQ modificados en el 

átomo de nitrógeno N2 (5-9, figura 5.5). Al analizarse la estructura de la FQ, se 

obseda la posibilidad de que exista un enlace de hidrógeno intramolecular entre el 

hidrógeno unido al N2 y el nitrógeno N3 de la radena lateral, haciendo que la molécula
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se encuentre parcialmente torcida. La formación de este enlace parece ser importante 

para la actividad antimalárica, ya que los compuesto del 5 al 9 (figura 5.5) presentan 

menor actividad antimalárira que la ferroquina contra las cepas de tipo W2 de P. 

fálciparnm  y que puede ser asrciado a la ausencia de esta unión.151

R = ¡-Bu 9 ICM = 204,6 nM

Figura 5.5. Actividades antimaláriras de Ira  derivados aná l^os a la ferr^u ina  

(FQ), e ilustración del enlace de hidrógeno infram otoular en la m odu la  FQ.'5'

2.1.5. Mráffiración de la radena lateral básira

Otros derivados análogos de la FQ fueron sintetizados, variando la naturaleza 

del grupo alquil enlazado al átomo de nitrógeno N3 de la cadena lateral de la FQ 

(Figura 5.6). La actividad antimalárica contra cepas resistentes a la cloroquina (W2, 

ICm (cq)=452,4 nM) mostró que la sustitución de los grupos metilo de la FQ por grupos 

etilo llevo a compuestos más activos que la clor^uina, pero aún menos activos que la 

ferroquina (W2, ICM (fq> = 8,1 nM), siendo resaltante la actividad alcanzada por los 

compuestos 10 y 12de la figura 5.6. La sustitución de un grupo alquil por un hidrógeno 

provoco una disminución de la actividad. Además de eso, los compuestos que 

contenían unidades ferrocenil adicionales presentaron un aumento en los valores de 

ICm (compuestos 13,14 y15 de la figura 5.6) . 152
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ICM Ferroquina = 8 ,ln M  Ri = 

IC5D Cloroquina = 452,4 nM Rt =

Et; R2 = Et 10 = 16,8 nM
Me; R2 = H 11 1 ^  = 23,2 nM

Me; R2 = Et 12 ICS0 = 19,2nM

FcCH2; R2 = H 13 IC30 = 169,5 nM

FcCH2; R2 = Me 14 ICM = 88,5 nM

FcCH2; R2 = fct 15 ICm  = 51,3 nM

Figura 5.6. Actividad antimalarica de los aná i^os a la Femoquina (Modificarión de la 

cadena lateral), frente a cepas W2 de P. faldparnrn r^ is te n t^  a la cloroquina.’^

2.1.6. Variación de la l ic ió n  del g m ^  femorenil

La importancia de la posición de la unidad ferrocenil en la actividad antimalárica 

fue estudiada en la preparación de otros derivados de la ferroquina (compuestos 16, 

17 y 18, figura 5.7) . 152 Los estudios sugieren que la presencia de este grupo 

voluminoso ferrocenil debe interrumpir la interacción con el pigmento malárico en los 

compuestos 16 y 17 llevando a un decrecimiento de la actividad.

Figura 5.7. Derivados aná l^os a la fe rr^u ina  slntefcadro ron variraón 

en la ^ d d ó n  del g rn ^  fe n ^ n il. ’“

La cuatemalización del nitrógeno endociclico N1 podría también reducir la 

penetración en la membrana y la acumulación del compuesto en la vacuola digestiva 

del parásito. Por el contrario, la sustitución en uno de los g ru ^s  te rm ales etilo en la
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cloroquina (3, figura 5.2) por una unidad ^ H 2Fc (Fe: grupo ferrocenil) da origen al 

compuesto 18, que fue muy activo en vitro contra cepas resistentes de cloroquina, 

pero un poco menos activo que la ferroquina. Este compuesto introdujo profundos 

cambios en las propiedades farmacológicas de la cloroquina, tales como la distribución 

electrónira y rarácter li^ fílic o .151

2.1.7. M o to lito s  m undanos

Se sabe que en el hombre, la cloroquina es metabolizada en el hígado, en su 

mayor parte por la oxidación a través del sistema enzimàtico citocromo P^50, dando 

origen a los compuestos monodesetilcloroquina (19, figura 5.8) y didesetilcloroquina 

(20, figura 5.8). Se cree que la ferroquina puede presentar un comportamiento 

metabòlico similar, los productos esperados del metabolismo de la ferroquina fueron 

sintetizados y testeados (21 y 22, figura 5.8).

5.8. E sta tu ras de lœ  metetolitœ  de la d o n n in a  (19, M ) y de la 

fern^uina(21, & )

De hecho el compuesto 21 se mostró más activo ¡n vitro que la ferroquina 

contra œpas sensibles a la cloroquina (IC-»21 = 13 nM vs IC-» (FQ) = 26 nM) y cepas 

resistentes ( IC ^ 1 = 23 nM y ICm (fqj = 27 nM). Aunque el metabolito 22 presento
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menor adividad que la ferroquina (ICm“  = 54 nM), este es aún más activo que la 

cloroquina (IC50 (cqj = 137 nM).151

2.1.8. Ruten^uina ^ r fe n ^ u in a

Como la química organometálica del ferroceno es semejante al del rutenoceno 

y con el objetivo de entender mejor el comportamiento del centro metálico de Fe(ll) en 

la ferroquina. Beagley y colaboradores.153 sintetizaron la rutenoquina (23, 24 y 25, 

figura 5.9), análogo a la ferroquina. Además de la dificultad de la síntesis, los 

resultados biológicos mostraron que no hay diferencia significativa entre la actividad 

antimalárica de la ferroquina y rutenoquina. Este resultado sugiere que el 

comportamiento redox de los metalocenos no es un factor relevante para la alta 

efiracia de estos compuestos contra P. falcipamm, ya que el potencial redox del 

rutenoceno (E1/2 = 0,73 V vs S.C.E.) es mayor que el del ferroceno (E1/2 = 0,40 mV vs 

S.C.E.), siendo por lo tanto más difícil que las mtenoquinas generen radicales libres. 

Estudios de comportamiento redox de la rutenoquina y sus derivados siguen siendo 

necesarios para entender su mecanismo de acción.153

M = Fe, 4 IC50 = 5,0 nM M = Fe, 24 IC50 = 26,2 nM

M = Ru, 23 IC50 = 6,3 nM M = Ru, 25 ICjo = 20,2 nM

Figura 5.9. Actividad de los compuesta aná l^os a la fe ^^u in a  con mráificación del 

metal Fe por Ru frente a cepas de P. falcipamm K1, resistente a la c lo r^u lna .1“

En resumen, la actividad de la ferroquina se debe a más de una ruta (figura 

5.10). Debido a las propiedades fisicoquímicas, la ferroquina podría tener como blanco 

la zona li^ fílira  de la formación de hemozoina. Su meranismo de acción debería ser 

en parte similar al de la Cloroquina, basado en la inhibición de la formación de la
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hemozoina. Sobre condiciones específicas en la vacuola digestiva del parásito (acidez 

y oxidantes), la producción de especies reactivas de oxígeno por la ferroquina debería 

ser lo suficiente para producir daño en las membranas de la vacuola digestiva del 

parásito. La gran actividad de la ferroquina sobre cepas resistentes a la cloroquina de 

P. fálcipaivm  sugieren que hay diferencias fundamentales en la interacción con los 

meranismos de resistencia del parásito.

Figura 5.10. Propueste de la relaî OT ^ w d ^ ^ fr u r tu r a  ^ ra  la fe ^^u in a
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3. F en^u ina y R rfen^u ina: im puestos aná l^os y artividad antimalárira

La cloroquina (1, figura 5.11) ha sido un fármaco antimalárico efectivo desde 

1940. Desafortunadamente, en muchas áreas afectadas, el agente causante del 

Plasmodium falciparnm  ha desarrollado resistencia a la cloroquina y otros 

antimaláricos quinolínicos.1̂

Ya que la malaria afecta entre 300 y 500 millones de personas cada año y es 

responsable por las muertes de 1.5 a 2.7 millones, la aparición de la resistencia a los 

fármacos quinolínicos es el mayor problema en la actualidad.155 Para superar este 

problema numerosas aminoquinolinas156 y complejos metálicos de las 

aminoquinolinas157 han sido evaluados contra el P. falciparum, de estos la ferroquina 

parece ser el más promisorio y las pruebas clínicas en la actualidad van en 

progreso.1“  Ya que la química del ferroceno es similar a la del rutenoceno y para 

establecer el rol del hierro/ferroceno en la ferroquina se han realizado diversos 

estudios de relación estructura-actividad.159 Parte de estos estudios implica la 

preparación de una serie de compuestos 7-cloro-4-aminoquinolinas conteniendo en la 

cadena lateral amino alquílica la fracción ferroceno y rutenoceno (figura 5.11).

3.1. to m p u e ^re  a n á l^ re  a la fe n ^u in a  y itfe n ^u in a

3aM = Fe 
3bM = Ru

feM = Fe
toM = Ru

&M-Fe 
5bM = Ru

F ^ ^  5.11. ClOT^uira (1) y derivada de la fe ^^u in a  y 

rnte^uira.’“
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3.1.1. Estmrtura de 2b: (7^lor^uinolina^-il)(2-dim etilam inom etilm ten^«n^1- 

ilmetil)amina160

La estructura de este compuesto se muestra en la figura 5.12. La distancias de átomo 

de Rutenio a los dos anillos ciclopentadienilo Cp son ligeramente distintas (1.807(2) y 

1.818(2) Á), siendo la distancia más corta la del anillo Cp disustituido al átomo 

metálico. La orientación del anillo disustituido está fijada dentro de la red cristalina ya 

que los grupos dimetil-aminometril y 4-aminometilquinolil son voluminosos resultando 

en un fragmento antisimétrico. La estructura cristalina confirma la presencia de un 

fuerte enlace de hidrógeno intramolecular el cual es obsewado por espectroscopia 

infraroja (3668 cm 1); este enlace de hidrógeno es mostrado en la figura 12 en forma 

de línea discontinua. El átomo de nitrógeno N(3) del grupo dimetilamino acepta un 

fuerte enlace de hidrógeno intramolecular de la amina secundaria con una distancia 

N -H  de 2.098(4) Á. También hay un débil enlace de hidrógeno intermolecular que se 

da entre el átomo de nitrógeno de la quinolina y el átomo de hidrógeno perteneciente 

al anillo fenilo fusionado (N— -H7', 2.098(5) Á.).

F'̂ ura 5.12. E s to tra  de la ruten^uina (2b).1“
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3.1.2. E^m rtura m o d u la r de 3a. (7^lor^u ino lina^-il)-W  ‘-(1’-d im e tiltfe rr^n ^1 - 

¡lmetil)-amina161

La estructura molecular del compuesto 3a.H20 excluyendo la molécula de 

agua, se muestra en la figura 5.13. Esta es isoestructural a la estructura de su análogo 

rutenoceno monohidratado (3b. H2O). La conformación del ferroceno es casi eclipsada 

con ángulos de torsión que varían de 9.5(4)° a 11.8(3)°. Las distancias del átomo de 

Fe al anillo ciclopentadienilo (Cp) son 1.653(2) y 1.654(2) Á. La unidad asimétrica de 

este compuesto contiene una molécula de agua la cual se comporta como un donador 

de enlace de hidrógeno para la amina terciaria y el átomo de nitrógeno quinolínico y 

también acepta un enlace de hidrógeno de la amina secundaria. Este patrón de enlace 

de hidrógeno se asemeja a la obsewada en su análogo 3b. H2O.

Figura 5.13. Esfrurtura del im puesto

3.1.3. Estrurtura de 3b: (7-Clor^uinolina-4-il)(1’-dim etilam inom etilruten^n^ 1- 

ilmetil)amina160

La estructura molecular del compuesto 3b.H2Ü sin incluir la molécula de agua 

se muestra en la figura 5.14. El rutenoceno ha adoptado una confornación eclipsada 

pero a diferencia del compuesto 2b las dos distancias del átomo metálico a los anillos

111



Impórtemela O  la qumitta ino^O itta en el tratamiento O  enfermet^Os tropittates

ciclopentadienilo son las mismas (1.814(2)Á). La unidad asimétrica de este compuesto 

contiene un molécula de agua la cual se comporta como un donador de enlace de 

hidrógeno hacia los átomos de nitrógeno de la amina terciaria y del grupo quinolínico 

con distancias N — H de 1.871(3) y 2.002(4)Á respectivamente. La molécula de agua 

también acepta el enlace de hidrógeno de la amina secundaria con una distancia 

N— H de 2.176(4)Á. A diferencia de la estructura del compuesto 2b, no hay enlaces de 

hidrógeno intermoleculares debido a la presencia de la molécula de agua y la gran 

distancia entre los potenciales átomos donadores y aceptores. Es poco probable que 

la molécula del agua sea requerida para facilitar la cristalización pero su inclusión 

resulta en formación de enlaces de hidrógeno, dejando una estructura ordenada 

(figura 5.15).

Ffeura 5.14. Esfructura molreulardel im p u e sto  3b, la 

m ol&ula de agua re  omitida.1“

Figura 5.15. La extenre rre de enlares de 

h id r^eno en la estoctura del im p u e sto  3b.1“
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3.1.4. Edm dura de 4a: M (7^lor^uinolina^-il)-W -(2-dim etilam inom etitfem ^n^1- 

ilm etil)^ten^1,2-diam ina161

La estructura de este complejo es mostrado en la figura 5.16. El ferroceno 

adopta una conformación eclipsada con ángulos de torsión en el rango de 8.1(3) a 

9.0(4)°. Las distancias del átomo metálico a los anillos ciclopentadienilo son 1.643(2)Á 

y 1.652(2)Á siendo la distancia más coda a la del anillo Cp sustituido. La línea 

punteada en la figura 6 muestra el enlace de hidrógeno intramolecular con una 

distancia N— N de 3.171 (2)Á entre las aminas secundarias y terciarias del ferroceno.

Ffeura 5.16. Estructura molecular del compuesto 4a.161

3.2. Adividad in  vftm áe im puestos aná l^os de la fem ^uina y ruten^uina160-161

Los resultados de actividad antimalárica contra cepas resistentes y sensibles a 

la cloroquina se muestran en la tabla 1. Estos resultados muestran que las estructuras 

tipo ferroquina son las que presentan mayor actividad antimalárica (2a y 2b), ya que al 

introducir un grupo metileno como espaciador o cambiando la posición de los 

sustituyentes del metaloceno conlleva a una disminución de la actividad antimalárica 

contra las cepas K1. Esto es consistente con la obseroación de que un factor 

importante en la determinación de la actividad antimalárica de las 4-aminoquinolinas
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es la distancia entre las aminas en la cadena lateral.162 Alternado el modelo de 

sustitución alrededor del metaloceno (compuestos 3b y 5b) o incluyendo un espaciador 

aminoalquil (compuestos 4b y 5b) se incrementa la distancia entre el átomo de 

nitrógeno terminal y el nitrógeno 4-aminoquinolinico.

TaMa 1. Resultados de la actividad antim ateria ¡n wtro sobre cepas 

sensibl^(D IO ) y r^ is te n t^  (K1) al passito del Ptasmtáium teltíf&mm

D10 K1

ICm / nM ICm / nM

CQ.2HaP04 23 352

2a 18 14

2b 19 13

te 19 49

3b 25 29

33 37

20 20

te 16 65

5b te 127

Es difícil de dar un significado de la relación estructura-actividad de los 

compuestos presentados, sin embargo es evidente que: (i) a pesar del diverso rango 

de parte de las cadenas empleadas, todos los compuestos muestran moderada a 

fuerte actividad antimalarica contra las cepas D10 del plasmodium falcipawm  

sensibles a la cloroquina. (¡i) Los compuestos 1,1’-disustituidos 3a, 3b, 5a y 5b 

exhibieron menor actividad antimalarica contra las cepas K1 resistentes que las cepas 

D10 sensibles a la cloroquina. Sin embargo, es de destacar que estos compuestos aun 

fueron más activos que la cloroquina en las cepas K1. (iii) Comparado a los 

compuestos 1,1’-disustituidos (3a y 3b), los metalocenos 1,2-disustituidos (2a y 2b) 

exhibieron alta actividad en cepas K1 resistentes a la cloroquina. (iv) Estos resultados 

confirman, basados en reportes anteriores, la equipotencia de los análogos del 

rutenoceno y ferroceno. Esto sugiere que la diferencia en la química redox y 

reactividad química de estas dos fracciones no son un factor en la efiracia de estos 

compuestos. La efiracia obseroada podría ser asociada al carácter lipofílico o al 

volumen del grupo metaloceno.
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Estudios comparativos en el compartimiento de la CQ y la FQ han llevado a la 

conclusión de que el e f^ to  de la forma, volumen, carácter lipofílico, basicidad y perfil 

electrónico de la porción ferrocenil conduce a la modificación del comportamiento 

farmacológico de sus compuestos análogos.163 Aún no se ha establecido cuál de estos 

factores es más importante. En las cepas resistentes a la cloroquina del Plasmodium 

fálcipamm, un transportador de proteína o también llamado PfCRT (transportador de 

resistencia a la cloroquina del plasmodium falciparum), ha sido identificado el cual 

permite el flujo de salida de la cloroquina desde la vacuola digestiva del parásito. Se 

ha notado que la resistencia a la ferroquina no puede ser inducida bajo presión de 

fármacos en cepas W2 del Plasmodium fálcipamm. Esto lleva a la conclusión de que 

la fracción voluminosa lipofílica del ferroceno supera la resistencia del PfCRT. 

Además, la ferroquina mantiene todas sus raracterísticas que han sido identificadas 

como necesarias en la estructura de la cloroquina (figura 5.10). La similitud en el 

comportamiento de la ferroquina y rutenoquina abre un nuevo camino en la 

investigación de estos compuestos. Los sitios de acumulación de la rutenoquina 

pueden ser establecidos fácilmente usando microscopía electrónica. En ratones 

infectados con Plasmodium berghei N  y tratados con rutenoquina, se encontró que el 

fármaco se acumulaba cerca del pigmento malárico y en la membrana del parásito. La 

cloroquina no presenta tanta acumulación en la membrana del p a rá s i to .E s  posible 

que la ferroquina presente un modelo similar de acumulación a la rutenoquina, sin 

embargo aún no se ha establecido. La razón para esta acumulación de la rutenoquina 

en la membrana aún no ha sido comprobada, pero bien podría estar asociado con el 

incremento en el aporte lipofílico del grupo metalocénico.
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CONCLUSIÓN

A pesar de que el estudio de los complejos metálicos con actividad antimalárica y 

antileishmania es relativamente reciente, las investigaciones de los últimos años han 

generado resultados positivos centrados en su importancia como una de las 

principales estrategias para afrontar la propagación de la resistencia hacia 

múltiples fármacos. De todos los compuestos, quizás los derivados de ferroquina son 

los que probablemente posean mayor viabilidad para comenzar a emplearse 

comercialmente como agente terapéutico. Sin embargo, el estudio de complejos 

metálicos empleando agentes quelantes, y la búsqueda de ligandos orgánicos que 

puedan emplearse como drogas patrones para la síntesis de nuevos complejos 

metálicos que realcen la actividad antimalárica y antileishmania, sigue representando 

un reto en el área de la síntesis de complejos metálicos con aplicación medicinal.
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