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Resumen

Los metales pesados como xenobidticos han sido y siguen siendo investigados
principalmente en paises en vias de desarrollo como México al generar problemas de salud
publica debido a su persistencia en el ambiente. De manera particular, el plomo sigue
representando un serio problema de salud a nivel mundial, debido a su toxicidad que afecta
principalmente a nifios, quiénes presentan efectos adversos y nocivos a dosis mucho

menores que los adultos.

Actualmente, existen diversos tratamientos para contrarrestar los efectos adversos
de la intoxicacién por metales pesados, dependiendo de la concentracién presente en el
organismo, siendo una de ellas el uso de agentes quelantes. Los quelantes, son compuestos
orgédnicos o inorganicos, capaces de enlazarse mediante enlaces de coordinacidon a iones
metalicos y formar complejos estables de tipo anillo llamados quelatos. Sin embargo, los
agentes quelantes empleados como tratamiento para la intoxicaciéon por metales pesados
presentan desventajas que limitan su uso. Por ello, resulta fundamental contar con nuevas
alternativas que minimicen los efectos secundarios de los tratamientos actuales y que

ademds, permitan una ficil administracion, es decir, por via oral.

En el presente trabajo, se abordd la sintesis de nuevas moléculas andlogas del
DMSA (3a-d) y el 4cido lipoico (7a-b y 8a-b), donde mediante la comparacién de
espectros de RMN entre el crudo de reaccion y la materia prima, al igual que la obtencion
de los cromatogramas ESI-MS, se determiné la sintesis de los compuestos de interés.
Posteriormente, se realiz6 la evaluacion bioldgica de la actividad quelante in vivo en un
modelo murino de intoxicacién por plomo, cuantificando mediante ICP-MS Ia
concentracion del téxico en sangre, rifion, higado y testiculo. Finalmente, se determind
mediante el andlisis estadistico que los derivados del DMSA (1,3-ditiolanos), presentaron la
actividad quelante deseada frente al Pb al disminuir la concentraciéon de éste en
comparaciéon con el control positivo en los 6rganos evaluados. No obstante, los ésteres
derivados del &cido lipocio y el isosorbide, no lograron remover el metal en el torrente

sanguineo u otro 6rgano evaluado al no poseer diferencia estadisticamente significativa.



Capitulo 1 Introduccion

Los organismos vivos estdn constituidos por una amplia variedad de biomoléculas,
en cuya composicién quimica prevalecen macro-elementos como el carbono (C), hidrégeno
(H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fésforo (P) y azufre (S). Sin embargo, ningtin organismo
podria subsistir sin la presencia de los llamados hetero-elementos, siendo la mayoria de

ellos metales.

Los metales son de gran importancia en los procesos bioldgicos, debido a las
propiedades quimicas que poseen y por las cuales son capaces de participar en procesos de
oxido-reduccion y formacion de enlaces de coordinacion, coadyuvando en la conservacion
de un estado de equilibrio. Algunos metales y metaloides traza son clasificados como
esenciales para los humanos, gracias a la actividad especifica benéfica que desempefian
dentro del organismo; estos son: el litio (Li), el hierro (Fe), el cromo (Cr), el zinc (Zn), el

cobre (Cu), el manganeso (Mn), el cobalto (Co), el molibdeno (Mo) y el selenio (Se)!2.

Por otro lado, podemos hacer una segunda clasificacion y englobar a todas aquellas
especies quimicas externas y extrafias a un organismo conocidas como xenobidticos. Los
xenobidticos, son compuestos quimicos ajenos a un organismo vivo que pueden perjudicar
el balance interno del mismo. La lista de xenobidticos incluye contaminantes ambientales
clasicos y emergentes, dentro de los cuales destacan los metales pesados y su variedad de
formas fisicoquimicas que han sido ampliamente reportadas debido a la toxicidad intrinseca

inherente que poseen®*".

! Schrauzer, G. N. Lithium: Occurrence, Dietary Intakes, Nutritional Essentiality. J. Am. Coll. Nutr. 2002, 21 (1), 14-21.

2 Zoroddu, M. A.; Aaseth, J.; Crisponi, G.; Medici, S.; Peana, M.; Nurchi, V. M. The Essential Metals for Humans: A
Brief Overview. J. Inorg. Biochem. 2019, 195, 120—-129.

3 Jan, A. T.; Azam, M.; Siddiqui, K.; Ali, A.; Choi, I.; Haq, Q. M. R. Heavy Metals and Human Health: Mechanistic
Insight into Toxicity and Counter Defense System of Antioxidants. Int. J. Mol. Sci. 2015, 16 (12), 29592-29630.

4 Length, F. Heavy Metal Pollution and Human Biotoxic Effects. Int. J. Phys. Sci. 2007, 2 (5), 112-118.



En la actualidad, existe un gran nimero de fuentes de exposicion tanto naturales
como antropogénicas (siendo estas ultimas las de mayor relevancia), que han
comprometido la homeostasis corporal al facilitar la interaccion entre el agente toxico y el
organismo. Por ello, la exposicién del ser humano ante estos agentes a corto o largo plazo

puede provocar efectos adversos a la salud®.

Es importante resaltar que la intoxicacién por metales pesados pasa desapercibida
debido a que se carecen de signos y sintomas iniciales o son poco especificos, por lo cual,
al carecer de un signo patognomonico, en la mayoria de los casos es dificil establecer una
sospecha diagndstica y, por lo tanto, su diagndstico es infravalorado. No obstante, al
bioacumularse el agente nocivo o sus metabolitos hasta alcanzar un nivel critico, es cuando
comenzardn a desencadenarse una serie de respuestas que pueden iniciar como una simple
alergia o desarrollarse a cuadros graves de intoxicacidon, enfermedades -cronicas,

enfermedades congénitas, y en caso de una dosis letal, la muerte.

Los metales pesados como xenobidticos han sido y siguen siendo investigados,
debido a que atn no se conoce por completo toda la informacién referente a ellos; sin
mencionar que su mayor prevalencia y afeccidn, se observa principalmente en paises en
vias de desarrollo como México®. Los elementos mas estudiados son: el plomo (Pb), el
cadmio (Cd), el mercurio (Hg) y el metaloide arsénico (As). En el presente trabajo, nos

enfocaremos en el plomo.

De manera general, la mayoria de los metales pesados ingresan al organismo
principalmente por la via oral y una vez dentro, mediante el mimetismo de los metales
esenciales, provocardn la disrupcion de funciones bioldgicas al enlazarse con ligandos
biol6gicos y generar un rearreglo estérico en la biomolécula’® o, mediante la induccién de

un estado de estrés oxidativo al fomentar la formacion de radicales libres®'°.

3 Nagajyoti, P. C.; Lee, K. D.; Sreekanth, T. V. M. Heavy Metals, Occurrence and Toxicity for Plants: A Review. Environ.
Chem. Lett. 2010, 8 (3), 199-216.

6 Caravanos, J.; Dowling, R.; Téllez-Rojo, M. M.; Cantoral, A.; Kobrosly, R.; Estrada, D.; Orjuela, M.; Gualtero, S.;
Ericson, B.; Rivera, A.; et al. Niveles de Plomo En Sangre En México y Su Implicacién Para La Carga Pediétrica de La
Enfermedad. Ann. Glob. Heal. 2014, 80 (4), el—el 1.

7 Kasprzak, K. S. Oxidative DNA and Protein Damage in Metal-Induced Toxicity and Carcinogenesis. Free Radic. Biol.
Med. 2002, 32 (10), 958-967.



Por tal motivo, resulta dificil establecer un mecanismo general de toxicidad para
todos los metales. Sin embargo, existen diversos factores que juegan un papel importante
en el proceso de intoxicacion y la vulnerabilidad del organismo como:

e Factores relacionados con la exposicion (la dosis, la ruta de exposicion, el
tiempo de exposicion y la frecuencia de exposicion);

e Factores quimicos (estado de oxidacion y especie quimica del metal);

e Factores del hospedero (la edad, el sexo, la dieta y el estilo de vida) y;

e Factores adaptativos del hospedero (la absorcién y la excrecién del metal, el

almacenamiento de una forma inerte y el secuestro intencional del metal).

Una vez que se ha establecido que existen los factores de riesgo necesarios que
permitirdn la interaccion entre el organismo susceptible y el agente tdéxico, los
biomarcadores nos permitirdn evaluar el grado de intoxicacién y la direccion que deberd
seguirse para regresar a un estado de equilibrio. Las matrices bioldgicas para la evaluacion
de biomarcadores en la intoxicacion por metales pesados son la sangre, la orina y el

cabello.

Existen diversas formas de mitigar los efectos adversos de la intoxicacién por
metales pesados, dependiendo de la concentracion presente en la matriz bioldgica evaluada.
Generalmente, si se presenta una concentraciéon en sangre menor a 45 pg/dL, la principal
recomendacion es la remocion del individuo del lugar de exposicién, combinada con una
terapia de soporte, para permitir al organismo por si mismo la eliminacion del agente causal
y, en caso de una concentracién en sangre mayor a 45 pug/dL, es recomendado el uso de

agentes quelantes.

8 Wong, D. L.; Merrifield-MacRae, M. E.; Stillman, M. J. Lead (II) Binding in Metallothioneins. Lead Its Eff. Environ.
Heal. 2017, 17 (1i), 241-269.

9 Matovié, V.; Buha, A.; Dukié-Cosi¢, D.; Bulat, Z. Insight into the Oxidative Stress Induced by Lead and/or Cadmium in
Blood, Liver and Kidneys. Food Chem. Toxicol. 2015, 78, 130-140.

10° Agrawal, S.; Flora, G.; Bhatnagar, P.; Flora, S. J. S. Comparative Oxidative Stress, Metallothionein Induction and
Organ Toxicity Following Chronic Exposure to Arsenic, Lead and Mercury in Rats. Cell. Mol. Biol. 2014, 60 (2), 13-21.



Los agentes quelantes, son compuestos organicos o inorgdnicos, capaces de unirse

mediante enlaces de coordinacién a iones metdlicos y formar complejos estables de tipo

anillo llamados quelatos. La palabra quelacion, proviene del vocablo griego chele, que se

traduce como pinza de langosta, debido al fuerte agarre que poseen los quelantes hacia

ciertas especies iénicas metdlicas'!.

La Figura 1, muestra un panorama general de la toxicologia de los metales

(modificado de Tokar et al., 2013)'2.

Metales pesados

As, Be, Cd, Cr, Pb, Hg y Ni*

*Metales con mayor toxicidad

Factores

Exposicion
Quimicos
Hospedero
Adaptativos

< _>

Terapia

Soporte <45 pg/ dL*
Quelacién >45 pg/ dL*

*Valores para sangre

Exposicion humana
\ Origen \ Ambiental A
/ Natural Ocupacional \
Antropogénico Medicinal
Dieta
Toxicocinética
Biomarcadores Dosis
% Sangre & Absorcién
A Orina N Distribucion
Cabello Biotransformacion
Excrecion

Figura 1. Esquema general de la toxicologia de los metales pesados.

Mecanismos
Toxicolégicos
Mimetismo
Estrés oxidativo
Inhibicién enzimatica
Daiio al ADN
Expresion de genes

Las principales razones para la busqueda de nuevos tratamientos en la intoxicacion

por metales pesados se resumen en:

1. No existe un tratamiento profilactico seguro y efectivo;

2. Los tratamientos recomendados poseen limitantes para su uso;

3. Lamayoria de los tratamientos disponibles, requieren ser administrados por un

profesional del drea de la salud;

4. No existe un tratamiento oral seguro y efectivo disponible y;

5. No existe un antidoto que actué de forma efectiva para remover el toxico del

torrente sanguineo y los tejidos blandos por completo.

11 Bjgrklund, G.; Mutter, J.; Aaseth, J. Metal Chelators and Neurotoxicity: Lead, Mercury, and Arsenic. Arch. Toxicol.
2017, 91 (12), 3787-37917.
12 Tokar, E. J.; Boyd, W. A.; Freedman, J. H.; Waalkes, M. P. Toxic Effects of Metals. In Casarett & Doull’s Toxicology:

The Basic Science of Poisons; Klassen, C. D., Ed.; McGraw-Hill Education, 2013; pp 981-1030.




Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo estd dividido en tres etapas, la
primera abordard la sintesis de nuevas moléculas andlogas al DMSA y el 4cido lipoico.
Sobre la primera estructura, por ser el tratamiento por excelencia en la intoxicacién por
plomo y la segunda, por ser el principal antioxidante que contrarresta los efectos nocivos de
los radicales libres generados por el xenobidtico. En una segunda etapa, se realizard la
evaluacion bioldgica en un modelo murino de intoxicacién por plomo, contribuyendo a la
investigaciéon de la actividad quelante in vivo. En una tercera etapa, cuantificar la
concentracion del téxico en el torrente sanguineo y tejidos blanco mediante ICP-MS,
comprobando la afinidad, especificidad y efectividad de las nuevas moléculas propuestas
como agentes quelantes y finalmente, mediante el andlisis estadistico correspondiente,
determinar si existe una diferencia significativa entre los controles y las nuevas moléculas,

aportando valiosa informacion en el drea de la quelatoterapia.



Capitulo 2 Marco tedrico

2.1 El plomo (Pb)

El plomo (Pb), es el metal pesado mas estudiado debido a la gran variedad de
aplicaciones en las que se ha empleado desde su descubrimiento y hasta la fecha, varias

revisiones sobre su toxicidad han sido publicadas'>.

La via de ingreso al organismo se relaciona con la fuente de exposicion y, al
encontrase presente en un gran nimero de productos como: las tuberias de agua, la pintura
blanca de casas (2PbCOsz - Pb(OH).), los cosméticos, las pilas, las soldaduras, las
aleaciones, la cristaleria, las municiones, entre muchos mads; es como se propicia la

1'*. Aunado a su uso extensivo y al inadecuado manejo de los

intoxicacién por dicho meta
desechos, hoy en dia es considerado como un indicador de contaminacién por metales

pesados.

El plomo sigue representando un serio problema de salud a nivel mundial, debido a
su persistencia en el ambiente, afectando principalmente a nifios, quiénes presentan efectos
adversos y nocivos a dosis mucho menores que los adultos, tomando Unicamente como

referencia la concentracién sanguinea'. La Figura 2,

13 Skerfving, S.; Bergdahl, I. A. Lead, Fourth Edi.; Elsevier, 2015; Vol. 1. https://doi.org/10.1016/B978-0-444-59453-
2.00043-3.

14 Fewtrell, L. J.; Priiss-Ustiin, A.; Landrigan, P.; Ayuso-Mateos, J. L. Estimating the Global Burden of Disease of Mild
Mental Retardation and Cardiovascular Diseases from Environmental Lead Exposure. Environ. Res. 2004, 94 (2), 120—
133.

15 Meyer, P. A.; Brown, M. J.; Falk, H. Global Approach to Reducing Lead Exposure and Poisoning. Mutat. Res. - Rev.
Mutat. Res. 2008, 659 (1-2), 166—-175.
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Figura 2. Niveles de plomo asociados con efectos adversos a la saludjError! No se
encuentra el origen de la referencia.recuperada de Byrns et al. (2012), nos presenta un

diagrama de los principales efectos adversos del plomo en nifios y adultos!®.

Figura 2. Niveles de plomo asociados con efectos adversos a la salud.

2.1.1 Exposicion

Existen dos tipos de que continenen plomo que pueden provocar la intoxicacion, los
organicos y los inorganicos. Los primeros, se encuentran en desuso debido a la gran

exposicién que generaban en el ambiente al ser utilizados como aditivos en la gasolina,

16 Byrns, M. C.; Penning, T. M. Toxicologia Ambiental: Cancerigenos y Metales Pesados. In Goodman & Gilman: Las
bases farmacolégicas de la terapéutica; Brunton, L. L., Chabner, B. A., Knollmann, B. C., Eds.; McGraw-Hill, 2012; pp
1853-1878.



predominando el estado de oxidacién mayor (Pb*)!'7, y los segundos, empleados en

diversos productos donde predomina el estado de oxidacién menor (Pb>*).

La exposicion a las especies del metal ocurre a través de fuentes tanto naturales
como antropogénicas. Por tal motivo, la toxicologia ambiental y la ecotoxicologia juegan
un papel muy importante en la determinacién de la presencia y la distribucion de los
compuestos o particulas que ingresan en el organismo, asi como en la evaluacién de sus
efectos. En adicién, la fuente de exposicion permitird determinar la ruta de ingreso al
organismo siendo las principales la via oral y la via respiratoria, aunque en menor medida,
puede absorberse por la piel.

La Tabla 1, sintetiza las principales fuentes de exposicion, asi como las vias de

acceso al organismo'>!%,

Tabla 1. Principales vias de acceso y sus principales fuentes de exposicion

Fumar
Demolicion de edificios

e Pintura blanca de casas previo a 1978
Via e Gasolina con aditivos a base de plomo
respiratoria!®2 e Emisiones de actividad industrial
[ ]
[ ]

17 Grandjean, P.; Nielsen, T. Organolead Compounds: Environmental Health Aspects. Residue Rev. 1979, VOL 72, 98—
148. https://doi.org/10.1007/978-1-4612-6214-5_4.

18 1 evin, R.; Brown, M. J.; Kashtock, M. E.; Jacobs, D. E.; Whelan, E. A.; Rodman, J.; Schock, M. R.; Padilla, A.; Sinks,
T. Lead Exposures in U.S. Children, 2008: Implications for Prevention. Environ. Health Perspect. 2008, 116 (10), 1285—
1293.

19 Stroh, E.; Lundh, T.; Oudin, A.; Skerfving, S.; Stromberg, U. Geographical Patterns in Blood Lead in Relation to
Industrial Emissions and Traffic in Swedish Children, 1978-2007. BMC Public Health 2009, 9 (Figure 1), 1-14.

20 Rabito, F. A.; Igbal, S.; Shorter, C. F.; Osman, P.; Philips, P. E.; Langlois, E.; White, L. E. The Association between
Demolition Activity and Children’s Blood Lead Levels. Environ. Res. 2007, 103 (3), 345-351.



e Tuberias de plomo en agua de consumo humano
e Ceramica vidriada
Via oral2!:22 e Pintura blanca de casas previo a 1978
e Leche materna
e Alimentos
e Medicina herbolaria oriental

Via dérmica2324 e Cosméticos
e Joyeria

2.1.2 Toxicocinética

El grado de absorcién del plomo una vez que ingrese en el organismo, dependera de
la edad del individuo y de su alimentacién. Los nifios presentan una mayor absorcién con
un valor cercano al 40%, mientras que en los adultos el valor es <20% siendo mas marcado
en mujeres que en hombres. Se ha reportado, que la administracion simultdnea de metales
esenciales, agentes antioxidantes y algunas vitaminas, ayudan en la reduccién de la

absorcioén gastrointestinal o disminuyen los efectos adversos?.

El mejor biomarcador de exposicion al plomo es su determinacion en la sangre (B-
Pb), ya que el metal se encuentra presente en los eritrocitos (E-Pb) y tinicamente <1% en
plasma (P-Pb). La presencia de Pb en las células rojas es debida a la gran afinidad que

presenta con la enzima 4cido 8-aminolevulinato deshidratasa (ALAD)?%, que al ser 20 veces

2l Jean Brown, M.; Raymond, J.; Homa, D.; Kennedy, C.; Sinks, T. Association between Children’s Blood Lead Levels,
Lead Service Lines, and Water Disinfection, Washington, DC, 1998-2006. Environ. Res. 2011, 111 (1), 67-74.

22 Pantic, I.; Tamayo-Ortiz, M.; Rosa-Parra, A.; Bautista-Arredondo, L.; Wright, R. O.; Peterson, K. E.; Schnaas, L.;
Rothenberg, S. J.; Hu, H.; Téllez-Rojo, M. M. Children’s Blood Lead Concentrations from 1988 to 2015 in Mexico City:
The Contribution of Lead in Air and Traditional Lead-Glazed Ceramics. Int. J. Environ. Res. Public Health 2018, 15 (10).
23 Al-Saleh, 1; Al-Enazi, S.; Shinwari, N. Assessment of Lead in Cosmetic Products. Regul. Toxicol. Pharmacol. 2009, 54
(2), 105-113.

2 Mazumdar, I.; Goswami, K.; Ali, M. S. Status of Serum Calcium, Vitamin D and Parathyroid Hormone and
Hematological Indices Among Lead Exposed Jewelry Workers in Dhaka, Bangladesh. Indian J. Clin. Biochem. 2017, 32
(1), 110-116.

25 Ahamed, M.; Siddiqui, M. K. J. Environmental Lead Toxicity and Nutritional Factors. Clin. Nutr. 2007, 26 (4), 400—
408.

26 Wetmur, J. G. Influence of the Common Human §-Aminolevulinate Dehydratase Polymorphism on Lead Body Burden.
Environ. Health Perspect. 1994, 102 (SUPPL. 3), 215-219.



mayor que el zinc?’, logra reemplazarlo de su sitio de coordinacién con ligandos de

cistefna, inhibiendo la actividad catalitica de la enzima?®®.

Anteriormente, se habia establecido que la hemoglobina era el principal sitio de
unién del i6n metdlico (~99%); sin embargo, el primer lugar es ocupado por la enzima
ALAD (240 kDa), el segundo por una proteina de 45 kDa (probablemente una
nucleotidasa), y el tercero una enzima de <10 kDa?. Existen dos isoenzimas de ALAD,

ALAD-1 (variante de lisina) y ALAD-2 (variante de asparagina)>°

. Se ha determinado que
la segunda incorpora al plomo en mayor medida y de una forma menos téxica que la
primera, motivo por el cual, conferird resistencia a los efectos dafiinos mediante un factor
adaptativo’!.

La relacion entre el E-Pb y P-Pb es curvilinea, debido a que el plomo saturard
primero todos los sitios de unidén disponibles a ALAD dentro del eritrocito y
posteriormente, incrementard la concentracién en el plasma®’. El Pb serd distribuido a
distintos 6rganos a través del plasma sanguineo, exponiendo a tejidos blandos como el

33

higado y el epitelio tubular de los rifiones a una mayor concentraciéon. Con el paso del

tiempo, es redistribuido y depositado en huesos, dientes y cabello.

En promedio, 95% de la totalidad del plomo corporal del adulto estd en los huesos y
es reabsorbido con gran lentitud en el torrente sanguineo, excepto cuando ocurre una
desmineralizacion, como ocurre durante el embarazo. El plomo, logra atravesar la barrera

hematoencefilica y la barrera placentaria'®.

27 Simons, T. J. B. The Affinity of Human Erythrocyte Porphobilinogen Synthase for Zn2+ and Pb2+. Eur. J. Biochem.
1995, 234 (1), 178-183.

28 Jaffe, E. K.; Martins, J.; Li, J.; Kervinen, J.; Dunbrack, R. L. The Molecular Mechanism of Lead Inhibition of Human
Porphobilinogen Synthase. J. Biol. Chem. 2001, 276 (2), 1531-1537.

2 Bergdahl, I. A.; Grubb, A.; Schiitz, A.; Desnick, R. J.; Wetmur, J. G.; Sassa, S.; Skerfving, S. Lead Binding to -
Aminolevulinic Acid Dehydratase (ALAD) in Human Erythrocytes. Pharmacol. Toxicol. 1997, 81 (4), 153-158.

30Wetmur, J. G.; Kaya, A. H.; Plewinska, M.; Desnick, R. J. Molecular Characterization of the Human §-Aminolevulinate
Dehydratase 2 (ALAD2) Allele: Implications for Molecular Screening of Individuals for Genetic Susceptibility to Lead
Poisoning. Am. J. Hum. Genet. 1991, 49 (4), 757-763.

3Kelada, S. N. Delta-Aminolevulinic Acid Dehydratase Genotype and Lead Toxicity: A HuGE Review. Am. J.
Epidemiol. 2001, 154 (1), 1-13.

32 Bergdahl, I. A.; Sheveleva, M.; Artamonova, V. G. Plasma and Blood Lead in Humans: Capacity-Limited Binding to -
Aminolevulinic Acid Dehydratase and Other Lead-Binding Components 1. Pharmacia 1998, 253, 247-253.

3 Barry, P. S. I. A Comparison of Concentrations of Lead in Human Tissues. Br. J. Ind. Med. 1975, 32 (2), 119-1309.



Al igual que diversos metales, el plomo no es metabolizado por el organismo y es
excretado principalmente a través de la orina y la bilis, pero puede estar presente en la
saliva, la leche materna, el sudor, las ufias y el cabello. Existe una correlacion entre los
niveles de plomo en sangre (B-Pb) y la orina (U-Pb), no obstante, la asociacién no es lineal.
La concentracion de U-Pb depende de la concentracion presente en el plasma sanguineo (P-
Pb), la cual puede alcanzar concentraciones mayores que B-Pb una vez que se saturan las

uniones a ALAD. Por lo tanto, parece existir una relacion lineal entre el P-Pb y U-Pb**.

Los biomarcadores de intoxicacion pueden clasificarse por exposicidén o por efecto.
Los primeros, cuantifican directamente la concentraciéon de plomo en la sangre completa, el
plasma, la orina, el hueso, algunas secreciones u otros tejidos. Mientras que los segundos,
cuantifican la inhibicién enzimatica de ALAD, la ferroquelatasa, la pirimidina 5'-
nucleotidasa (5'-NT/ P5N), la NAD™ sintetasa/ nicotinamida adenina dinucleétido sintetasa
(NADS) dependiente de glutamina o, la acumulacién del acido 6-aminolevulinico (6-ALA),
coproporfirinas, protoporfirina zinc (ZPP) y nucleétidos de pirimidina'®. Como se
menciond anteriormente, el biomarcador mas empleado es la concentracion de B-Pb, cuya

limitante se relaciona con la saturacién de ALAD vy el valor del hematocrito, subestimando

o sobreestimando la concentracién del agente téxico.

El Pb presenta un modelo toxicocinético tricompartimental, localizindose
inicialmente en sangre y posteriormente, distribuyéndose y depositidndose en tejido blando
y hueso. La concentracién del metal en estos sitios dependerd de la vida media de este; y
esta a su vez, de la unién y estabilidad con los bioligandos. En caso de la sangre es de

aproximadamente 1 mes, con el uso de agentes quelantes ~1 semana y en combinacién

3 Bergdahl, I. A.; Schiitz, A.; Gerhardsson, L.; Jensen, A.; Skerfving, S. Lead Concentrations in Human Plasma, Urine
and Whole Blood. Scand. J. Work. Environ. Heal. 1997, 23 (5), 359-363.



quelantes/hemodiélisis aproximadamente horas. Por su parte, los tejidos blandos ~1 mes y

dependiendo del tipo del hueso, ~1 afio (hueso trabecular) o décadas (hueso cortical)®>.

2.1.3 Mecanismos de toxicidad, efectos adversos y manifestaciones clinicas

El metal es un téxico inespecifico que presenta distintos mecanismos de accién®. A
un nivel biomolecular interactia con el organismo por tres posibles vias. La primera, al
enlazarse e impactar numerosas proteinas enzimaticas, receptoras o estructurales al poseer
gran afinidad por ligandos bioldgicos donadores de electrones, especialmente el grupo
sulfthidrilo o tiol -SH. La segunda, al mimetizar cationes divalentes como Ca* y Zn*,
interfiriendo con rutas metabdlicas dependientes de estos metales, particularmente en
mitocondrias y sistemas de segundo mensajero que regulan el metabolismo de la energia
celular. Y la tercera, al exhibir efectos mutagénicos y mitogénicos en células in vitro de

mamiferos y efectos carcinogénicos en ratas y ratones>°.

El téxico ocupa el segundo lugar de prioridad en la escala CERCLA 2019'¢ y posee
efectos hematoldgicos, carcinogénicos, mutagénicos y efectos en el sistema nervioso, el
sistema cardiovascular, el sistema 6seo, el sistema enddcrino, el sistema inmunoldgico, el

113

sistema reproductor, los rifiones y el tracto gastrointestinal °. Es importante recordar que los

niflos presentan efectos adversos mds intensos y a menores concentraciones que un

35 Rentschler, G.; Broberg, K.; Lundh, T.; Skerfving, S. Long-Term Lead Elimination from Plasma and Whole Blood after
Poisoning. Int. Arch. Occup. Environ. Health 2012, 85 (3), 311-316.

36 Calello, D. P.; Henretig, F. M. LEAD. In Goldfrank’s Toxicologic Emergencies; Hoffman, R. S., Howland, M. A.,
Lewin, N. A., Nelson, L. S., Goldfrank, L. R., Flomenbaum, N. E., Eds.; McGraw-Hill Education, 2015; pp 1219-1234.



adulto®”. Los numerosos efectos fisiopatoldgicos observados inducidos por el plomo,
predicen con precision, que las manifestaciones clinicas de la intoxicacién por el téxico son
diversas®®. En caso de los nifios, las manifestaciones serdn consideradas severas con una
concentraciéon de B-Pb > 70-100 mg/dL, presentando encefalopatias, vomito persistente y
palidez (anemia). Las manifestaciones leves a moderadas se observan con una
concentracion de B-Pb = 50-70 mg/dL, presentando comportamiento hiperirritable, letargo
intermitente, poco interés en jugar, vomito intermitente, dolor abdominal y anorexia. Con
una concentracion de B-Pb > 49 mg/dL, se presenta deterioro en la cognicidn, el
comportamiento, el equilibrio, la coordinacién motora fina, la audicién y el crecimiento.
Mientras que, para los adultos, las manifestaciones serdn consideradas severas con una
concentraciéon de B-Pb > 100 mg/dL, moderadas con una concentracién de B-Pb > 70-100

mg/dL y leves con una concentracién de B-Pb = 20-69 mg/dL.

2.1.4 Tratamiento contra intoxicacion

Actualmente, las personas que presenten una concentraciéon de plomo en sangre
mayor a 45 pg/dL, son sometidas a terapia de quelacién. El principal objetivo de este
tratamiento es eliminar el Pb presente en el organismo antes de que ocurran cambios
irreversibles. Como el nombre lo indica, la eliminacién de Pb se logra mediante el uso de
agentes quelantes que formardn compuestos de coordinacién atéxicos e hidrosolubles con
el metal y posteriormente, serdn excretados en orina. Los agentes quelantes son ligandos
con la capacidad de enlazarse mas de una vez al dtomo metdlico central, gracias a que
poseen mas de un d&tomo con pares de electrones sin compartir que pueden ser donados. El

uso de quelantes con fines terapéuticos fue aprobado en 1991 por la FDA%.

La Tabla 2, recuperada y modificada de Kumar et al. (2015), sintetiza los

principales agentes quelantes empleados en la intoxicacién por diversos metales?®,

Tabla 2. Principales tratamientos en intoxicacion por metales pesados

37 Hon, K.; Fung, C.; Leung, A. K. Childhood Lead Poisoning: An Overview. Hong Kong Med. J. 2017, 23 (6), 616-621.
38 Kumar, V.; Kumar, A.; Kumar, S. Chelating Drug Therapy. An Update. 2015, 2 (1), 1-5.
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No obstante, la Tabla 3, enlista las principales desventajas que presentan estos

tratamientos quelantes a partir de lo descrito por Flora y Pachauri (2010), por lo cual resulta

fundamental contar con nuevas alternativas>’.

Tabla 3. Principales desventajas de los agentes quelantes empleados como tratamiento

o -Puede generar reacciones de hipersensibilidad
DPA HS)K)LOH -Teratégeno y latir6geno reconocido
NH, -Aumenta excrecion de Cu, Zn y Fe

-Administracién intramuscular dolorosa y

alergénica

BAL $H -Indice terapéutico pequefio
HO_A_ sH

-Olor desagradable (huevo podrido)

-Moviliza Pb al cerebro

3 Flora, S. J. S.; Pachauri, V. Chelation in Metal Intoxication. Int. J. Environ. Res. Public Health 2010, 7 (7), 2745-2788.



-No recomendado para Pb
-Aprobado s6lo en Alemania
SH -Malestar gastrointestinal
DMPS Hs _A_s0; Na* -Reacciones en la piel
-Eleva enzimas hepéticas
-Genera reacciones de hipersensibilidad

-Malestar gastrointestinal
-Eleva enzimas hepaticas
& 2 on -Puede alterar metabolismo de Cu
HOJ\/kn/

DMSA : -No atraviesa membrana celular
SH O -En intoxicacion crénica se ha observado anemia
hemolitica
0 -Redistribuye Pb al cerebro
Na* "0 0 Hl\o- -Excrecion de metales esenciales Zn, Cu 'y Mn
EDTANa:Ca \EN/\/N Ca2t -Baja absorcion gastrointestinal (<5%)
Na* O 71) o -Administracion dolorosa
0 -Requiere hospitalizacion su administracion

2.1.5 Idealidad en agentes quelantes y nuevas tendencias en la quelatoterapia

Un agente quelante puede ser clasificado como ideal y ser empleado como
tratamiento en la intoxicacion por metales pesados, si y so6lo si, no sea toxico, posea gran
solubilidad en agua, pueda atravesar barreras bioldgicas y llegar al sitio donde reside el
metal, no sea biotransformado o degradado previo a enlazarse con el metal, que sea mas
afin al metal que los bioligandos, que se enlace de manera selectiva al cation metdlico de
interés, presente actividad a un pH fisiolégico, no forme un quelato mas téxico que el metal

y finalmente, pueda ser excretado ficilmente del organismo®°.

Los agentes quelantes presentados en la Tabla 2, cumplen con la mayor parte de
estos requisitos de idealidad, sin embargo, poseen efectos secundarios no deseados (Tabla
3), que limitan su uso. Las principales desventajas para considerar es que redistribuyen el
Pb en el organismo, excretan metales esenciales, no logran remover del toxico de sitios

intracelulares o presentan hapatotoxicidad y nefrotoxicidad®’.

Por tal motivo, se ha optado por hacer uso de nuevas estrategias como la sintesis de

nuevos agentes quelantes, el uso de la terapia de combinacién o la coadministracién de



antioxidantes y micronutrientes. La primera hace uso de la sintesis orgédnica para la
obtencion de nuevas moléculas que tiendan a la idealidad. La segunda, se fundamenta en el
hecho de que ambos quelantes administrados poseen distinto mecanismo de accion, uno de
ellos con actividad a nivel extracelular, mientras que el otro a nivel intracelular. Y la
tercera, en la combinacién de un quelante con antioxidantes como el acido lipoico, que
impedirédn el dafio ocasionado por los radicales libres generados o con micronutrientes, que

disminuirdn el grado de absorcién del metal®*!

. Al carecer de un tratamiento seguro,
especifico y efectivo es necesario continuar con la investigacion cientifica en el drea de los
metales pesados, resaltando la importancia de poseer un mayor conocimiento dentro del

campo de la quelacién in vivo*#*

2.2 Toxicidad quimica de los metales y los principios de la complejacion

El cuerpo humano estd constituido por un gran porcentaje de agua con respecto a su
masa corporal y es por este hecho, que la mayor parte de las reacciones bioquimicas se
llevan a cabo en el medio acuoso extracelular o intracelular. Sin mencionar, que la
participacion de diversos cationes metdlicos en las reacciones quimicas es de suma
importancia para la correcta actividad bioldgica o en la obtencion de los productos
deseados. Todo metal serd de relevancia toxicoldgica con base en las propiedades que

exhibira en un medio acuoso en su forma catidnica.

La mayoria de los metales presentes en el organismo se encuentran en forma de
cationes solvatados (M). La afinidad de distintos ligandos (bases de Lewis) por ciertos
metales (dcidos de Lewis), se fundamenta en la teoria ABDB de Pearson (1963)*. La teoria
establece que los elementos metélicos (4cidos) duros de la tabla periddica interaccionardn
principalmente con bases duras como el oxigeno, los elementos metalicos intermedios con

nitrégeno u oxigeno y los elementos blandos con las bases blandas, como el grupo tiol (-

40 Kalia, K.; Flora, S. J. S. Strategies for Safe and Effective Therapeutic Measures for Chronic Arsenic and Lead
Poisoning. J Occup Heal. 2005, 47 (47), 1-21.

41 Pande, M.; Flora, S. J. Lead Induced Oxidative Damage and Its Response to Combined Administration of a-Lipoic Acid
and Succimers in Rats. Toxicology 2002, 177 (2), 187-196.

4 Aaseth, J.; Skaug, M. A.; Cao, Y.; Andersen, O. Chelation in Metal Intoxication-Principles and Paradigms. J. Trace
Elem. Med. Biol. 2015, 31, 260-266.

43 pearson, R. G. Hard and Soft Acids and Bases. J. Am. Chem. Soc. 1963, 85 (22), 3533-3539.



SH) o selenol (-SeH). La Tabla 4, resume las propiedades de los 4cidos/ bases duras y los

acidos/ bases blandas.

Tabla 4. Propiedades de los dcidos-bases duras-blandas de la teoria de Pearson

Radio iénico/ atémico Pequefio Grande
Estado de oxidacion Alto Bajo o cero
Polarizabilidad Baja Alta

Electronegatividad Alta Baja
Afinidad Enlace i6nico Enlace covalente

Energia HOMO de bases Baja Alta

Energia LUMO de acidos Alta Baja

2.3 Principios basicos de los quelantes empleados como tratamientos terapéuticos

La terapia de quelacién tiene como finalidad eliminar los iones metélicos téxicos
del organismo, atenuar su toxicidad formando compuestos menos téxicos al coordinarse

con ellos o transferirlos a un sitio donde su accién téxica no pueda ejecutarse*.

Las propiedades esenciales que un agente quelante debe cumplir son:
1. Ser soluble en agua y solucion fisiologica;
2. Buena farmacocinética con base en su carga ionica neta que le permita;
Buena absorcién y capacidad para atravesar membranas bioldgicas;

a.
b. Buena distribucién y biodisponibilidad al sitio donde reside el metal;

e

Bajo metabolismo o biotransformacion;

o

Buena excreciéon como complejo para evitar la reabsorcién o
movilizacion del metal a otro compartimento del organismo;
3. Alta selectividad por el i6n metélico de interés y no los metales esenciales;

4. Alta tasa de intercambio del metal entre ligandos end6genos y los quelantes;

# Crisponi, G.; Nurchi, V. M. Chelating Agents as Therapeutic Compounds-Basic Principles; Elsevier Inc., 2016.



5. Mayor estabilidad del complejo formado con el ligando exégeno que con el
enddgeno y alta estabilidad a pH fisiolégico y pH 4cido de orina y;

6. Perfil de toxicidad favorable del agente quelante y sus complejos, es decir,
deber ser lo mas tolerable posible para la administraciéon a dosis tan altas

como sea posible sin presentar fetotoxicidad o teratogenicidad.

El pH fisioldgico, juega un papel importante en la formacion y estabilidad del
complejo. A un pH bajo o 4cido, los agentes quelantes se vuelven inestables al protonarse,
perdiendo la actividad; mientras que, a un pH alto o alcalino, los iones metalicos tienden a
formar hidréxidos insolubles impidiendo su remocién de los sitios de deposicion. Por ende,
la estabilidad del complejo es un requisito indispensable y necesario, aunque no suficiente,
para que el ion metédlico pueda transformarse completamente en la especie quelada y

posteriormente sea excretado del organismo.

Las constantes de protonacién también deben tomarse en cuenta, ya que la
formacion del complejo depende de la competencia entre el proton y el ion metélico por los
mismos sitios bdsicos del ligando. Extracelularmente, estas interacciones tienen lugar a pH

7.4, intracelularmente ~6.8 y en los espacios gastrointestinales a pH 1-2 y 6 (duodeno).

Los quelantes pueden clasificarse como bidentados, tridentados y asi sucesivamente,
con base en el nimero de grupos de coordinacion presentes en su estructura quimica
capaces de enlazar al ion metdlico. La denticidad del ligando describe el nimero y la
estequiometria de los complejos formados. Los ligandos con baja denticidad forman
multiples complejos cuya especiacion depende tanto de la concentracion total del ligando
como de la relacion metal-ligando; mientras que los quelantes hexadentados, forman un
solo tipo de complejo. Ademds de las constantes de protonacién y de estabilidad, otros
factores como la solubilidad del complejo formado, la estequiometria del complejo, la
competencia de protones, etc., contribuyen a la eficiencia de unién entre el ligando y el i6n

metdlico. Los métodos para cuantificar la efectividad de un ligando por un metal fueron



reportados por Bazzicalupi et al. (2012)*. Como se ha mencionado, los requisitos de
estabilidad, dependen en gran medida de la naturaleza del ion metdlico y de los grupos de
coordinacién en el ligando*®. La Tabla 5, esquematiza la clasificacion dura-intermedia-
blanda de varios iones metdlicos tdxicos y los principales grupos de coordinacién

recuperada de Crisponi y Nurchi (2016)*2.

Tabla 5. Dureza y blandura de los iones metalicos y los ligandos

Duros Inter Blandos Duros Inter Blandos
Li*, Na*, K*, Be*", Mg*, Cu', Agt, Aut, H,O, OH,
Fe?*, Co*, Ni*, R>S,
Ca%, Sr**, Mn*, Al**, Hg*, Pd*, Cd*, | F, RCOO,
Cu?*, Zn*, Bi**, RNH; RSH,
Ga**, Cr’, Fe**, Sn**, Pt**, Hg*, Pt*, CI, RO,
Pb?*, Sn?*, Sb** RS-
(CHs;).Sn**, UO**, VO** CH:;Hg* NH;, RNH»

Idealmente, un quelante deberia poseer una alta selectividad por el ion metélico de
interés y no presentar ninguna interaccion con los iones metalicos que se encuentran en los
fluidos bioldgicos a concentraciones significativas. Por ello, la selectividad depende de la
estabilidad termodindmica de los complejos formados entre el agente quelante y el ion
metalico téxico en comparacion con la de los compuestos del quelante y los iones metélicos
esenciales. El comportamiento selectivo de un agente quelante por un determinado i6n
metilico, puede evaluarse mediante el uso de programas de especiacién como HySS*/, al
conocerse las concentraciones de todos los iones metdlicos involucrados y el agente
quelante, asi como, los parametros termodindmicos, es decir, las constantes de protonacion
del agente quelante y las constantes de formacién de los complejos con el metal téxico y los

metales esenciales.

4 Bazzicalupi, C.; Bianchi, A.; Giorgi, C.; Clares, M. P.; Garcia-Espafia, E. Addressing Selectivity Criteria in Binding
Equilibria. Coord. Chem. Rev. 2012, 256 (1-2), 13-27.

46 Pearson, R. G. Chemical Hardness and Density Functional Theory. J. Chem. Sci. 2005, 117 (5), 369-377.

47 Alderighi, L.; Gans, P.; Ienco, A.; Peters, D.; Sabatini, A.; Vacca, A. Hyperquad Simulation and Speciation (HySS): A
Utility Program for the Investigation of Equilibria Involving Soluble and Partially Soluble Species. Coord. Chem. Rev.
1999, 184 (1), 311-318.



No obstante, incluso si los aspectos termodindmicos son favorables, los factores
cinéticos pueden influir e interferir fuertemente en el comportamiento del agente quelante.
Jones y May (1987), identificaron al menos tres factores cinéticos de relevancia:

1. El comportamiento farmacocinético del agente quelante;

2. El comportamiento cinético del ion metélico téxico en el organismo, que
depende de la velocidad de distribucion en los 6rganos una vez absorbido y
de la velocidad de transferencia de los drganos a la circulacion sanguinea y;

3. La tasa de interaccion entre el agente quelante y el i6n metélico téxico libre
o unido a las proteinas transportadoras del plasma, o a las proteinas sobre las

cuales ejerce su accién téxica*®.

Ademas, la selectividad es un valor que varia con el tiempo, ya que la concentracion
del quelante en el organismo posterior a ser administrado y alcanzar una concentracion
maxima, comenzard a disminuir al igual que su actividad. Lo anterior se podria evitar,
administrando un exceso del antidoto.

Sin embargo, esta accion ademads de favorecer la coordinacion completa del toxico,
incluso en presencia de grandes concentraciones de iones metdlicos esenciales, conduciria

al agotamiento de iones metalicos esenciales®.

La disminucién en la actividad a través del tiempo se debe a que después de que el
agente quelante es absorbido por el organismo y alcanza su concentracion méixima en
plasma (dependiendo de la via de administracién empleada), comenzard a disminuir debido
al metabolismo, la excrecion y la transferencia a los tejidos bioldgicos. Y es por este
proceso corporal, que muchos quelantes al metabolizarse en diversas especies pierden la

propiedad quelante de la molécula original y reducen o inhiben su accién por completo.

4 Jones, M. M.; May, P. M. The Effect of Kinetic Factors on the Thermodynamic Evaluations of Therapeutic Chelating
Agents. Inorganica Chim. Acta 1987, 138 (1), 67-73.

49 Nurchi, V. M.; Crisponi, G.; Arca, M.; Crespo-Alonso, M.; Lachowicz, J. I.; Mansoori, D.; Toso, L.; Pichiri, G.;
Amelia Santos, M.; Marques, S. M.; et al. A New Bis-3-Hydroxy-4-Pyrone as a Potential Therapeutic Iron Chelating

Agent. Effect of Connecting and Side Chains on the Complex Structures and Metal Ion Selectivity. J. Inorg. Biochem.
2014, 141, 132-143.



Un segundo proceso que examinar es la tasa de desaparicion del ion metdlico toxico
del plasma. Si esta tasa es alta, el efecto de cualquier quelante se reduce, lo cual limita su
tiempo de accién y udnicamente aquel con la misma distribucién corporal que el ion
metalico, serd capaz de presentar su accidon a un nivel tisular. Otro punto importante, es la
tasa de interaccién entre el agente quelante y el i6n metélico en los fluidos biolégicos, es
decir, si esta tasa es lo suficientemente rapida con respecto a la desaparicién del quelante
del plasma, éste actuard con éxito. De lo contrario, su actividad se verd comprometida por

los factores cinéticos.

El indice de labilidad para cada ion metélico se puede determinar a partir de la tasa
de intercambio que exhibird un ion metdlico coordinado originalmente al agua y que,
posteriormente, formard un nuevo compuesto de coordinacion con el quelante empleado
como antidoto. Las caracteristicas estructurales del sitio de unidn en las proteinas, asi como
la denticidad del agente quelante, influyen también en gran medida con la velocidad de

interaccion del agente quelante y el i6n metélico.

Lipinski et al. (1997), establecieron una serie de requisitos que una molécula debe
cumplir para poseer buena solubilidad en agua y buena permeabilidad en las membranas
biol6gicas, para poderse administrar por via oral®:

1. Numero de donadores de puente de hidrégeno (enlaces N-H y O-H) <'5;
Numero de aceptores de puentes de hidrégeno (dtomos de Ny O) < 10;

2
3. Masa molecular < 500 g/mol y;
4

Coeficiente de particiéon octanol- agua (Log P) <5

Como se describe en los antecedentes, la necesidad de contar con moléculas nuevas
a las que actualmente son empleadas como tratamiento contra la intoxicacién por plomo,
que minimicen los efectos secundarios y ademds permitan una facil administracién, se ha
convertido en el enfoque principal de muchos grupos de investigacion. Por ello, el presente

proyecto tiene como finalidad la sintesis de nuevas estructuras orgdnicas a partir de

>0 Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W.; Feeney, P. J. Experimental and Computational Approaches to Estimate
Solubility and Permeability in Drug Discovery and Development Settings. Adv. Drug Deliv. Rev. 1997, 23 (1-3), 3-25.



precursores que poseen actividad quelante y antioxidante. En adicion, que parte de la

estructura pueda incrementar su biodisponibilidad.

Capitulo 3 Objetivos e Hipotesis

3.1 Objetivo General

e Sintetizar y evaluar nuevas moléculas derivadas del acido lipoico y el acido
dimercaptosuccinico (DMSA) como posibles agentes quelantes en un

modelo de intoxicacién por plomo.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar moléculas derivadas del acido lipoico y el DMSA
e Evaluar la actividad quelante de las nuevas moléculas en un modelo murino
de intoxicacién por plomo y;

e Determinar los niveles de plomo en distintos tejidos bioldgicos de interés.



3.3 Hipotesis

e Hipdtesis nula (Hp): No hay remocién significativa del metal comparada con
el control positivo (grupo expuesto a plomo sin tratamiento).
e Hipdtesis alterna (Ha): La remocién de plomo es significativa en por lo

menos uno de los grupos de tratamiento con respecto al control positivo.

Capitulo 4 Metodologia

4.1.1 Sintesis de 1,3-ditiolanos

Le sintesis de los 1,3-ditiolanos 3a-d (Figura 3), se realiz6 con base a la
metodologia reportada por Fischer y Sperier, con algunas modificaciones®'. Se emplearon
diferentes aldehidos (1 equivalente) y DMSA (1.1 equivalentes) en tolueno como
disolvente y agitacién por 3 minutos a temperatura ambiente. Mientras continuaba la
agitacion, se adiciond lentamente el H>SO4 (0.20 equivalentes 6 20% mol). Concluida la
adicion del catalizador 4cido, se reflujé con trampa de Dean-Stark. El tiempo de reaccién

fue monitoreado por c.c.f. analizando el consumo del reactivo limitante (aldehido).

5! Fischer, E.; Speier, A. B. Dass. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1895, 3252-3258.



La purificacion de los compuestos se realizé con base en el trabajo publicado por
Xu et al. (2011), con algunas modificaciones®. Finalizada la reaccién, se adicion6 solucién
basica saturada de carboanto de potasio. A continuacidn, se realizaron 2 extracciones con
éter de petréleo y se acidifico la fase acuosa a pH 2 empleando solucién saturada de
KHSOs4. Finalmente, se realizaron 3 extracciones con AcOEt y un proceso de

recristalizacion gener6 los productos deseados (Figura 3).

Ox 0 O

O SH HO’%_%LOH

OH -
HO)W ’ S__S
SH O Y
R? R?
1 2a-d 3a-d
R R2 Producto

H 2a Ph 3a

OCH; 2b 4-OCH;CgH, 3b

N02 2c 4-N02C5H4 3c

F 2d 4-FCgH, 3d

Figura 3. 1,3-ditiolanos sintetizados en el presente trabajo.

4.1.2 Sintesis de ésteres

El monoéster y el diéster 7a y 7b (Figura 4), se sintetizaron con base en la
metodologia reportada por Neises y Steglich, con algunas modificaciones®. Se empleé el
respectivo 4cido carboxilico (1 equivalente), el agente acoplante (1.1 equivalentes) y la 4-
dimetilaminopiridina (DMAP, 0.15 equivalentes 6 15% mol). Se adicioné diclorometano
anhidro (CH2Cl, anh.) a una concentracién de 0.3 M. Después, se sonicé la reaccion el
tiempo suficiente para homogenizar los materiales y se adicioné el respectivo alcohol (1.1
equivalentes). Se agit6 a temperatura ambiente y purgd con N2 (g), se incrementd la
temperatura hasta reflujo. La reaccién fue monitoreada por c.c.f. en un sistema 3:7 hexano:

acetato de etilo con dcido acético al 0.1% para evitar corrimiento de la sefial del acido

2 Xu, Y., Wang, Y.; Zhao, M.; Hou, B.; Peng, L.; Zheng, M.; Wu, J.; Peng, S. Lead Detoxification Activities and
ADMET Hepatotoxicities of a Class of Novel 5-(1-Carbonyl-1-Amino-Acid)-2,2-Dimethyl-[1,3]Dithiolane-4-Carboxylic
Acids. Bioorganic Med. Chem. Lett. 2011, 21 (6), 1754—-1757.

33 Neises, B.; Steglich, W. Simple Method for the Esterification of Carboxylic Acids. Angew. Chem. Int. Ed. Eng. 1978,
17 (7), 522-524.



carboxilico. Una vez terminada la reaccion, se adicion6 HCI 2 N, se realizaron extracciones

y recristalizacion para purificar los compuestos.

o OH OR*
O
O
-S (0]
S HO R°O
4 6 7a-b
R3 R4 Producto
H CgH 1 3082 7a
CgH430S, CgH130S, 7b

Figura 4. Esteres sintetizados en el presente trabajo.

4.1.3 Metodologia general para la reduccion del enlace disulfuro

La reduccién del enlace disulfuro 8a-b (Figura 5), se realiz6 con base en la
publicacién de Chen et al. (2018), con algunas modificaciones para el caso de los ésteres>.
Se empled 1 equivalente de 8a-b y THF hasta obtener una concentracién de 0.3 M. Una vez
disuelto, se coloco el matraz en un bano de hielo con agitacién constante, y posteriormente
se adicioné poco a poco el borohidruro de sodio (NaBHs4, 3 equivalentes por enlace

disulfuro presente en la estructura de la molécula). La reaccion se dejo en agitacion durante

30 minutos y se reflujé hasta observar por c.c.f. la desaparicion de la materia prima.

>4 Chen, D.; Zhang, G.; Li, R.; Guan, M.; Wang, X.; Zou, T.; Zhang, Y.; Wang, C.; Shu, C.; Hong, H.; et al.
Biodegradable, Hydrogen Peroxide, and Glutathione Dual Responsive Nanoparticles for Potential Programmable
Paclitaxel Release. J. Am. Chem. Soc. 2018, 140 (24), 7373-7376.



Al finalizar la reaccién, se adicioné HCI 2 N hasta obtener un pH 1.0 en el medio y
se procedid a realizar 3 extracciones con AcOEt. Finalmente, se filtré la fase orgédnica a
través de una cama de NaSOs4, se concentrd el compuesto y se analizé el crudo de reaccion

por resonancia.

o) SH SH
(@]
R3O0
o) (0]
8a-b
R3 Producto
H 8a
CgH150S; 8b

Figura 5. Esteres reducidos sintetizados en el presente trabajo.

4.2 Metodologia general para la evaluacion biolégica
4.2.1 Modelo animal de intoxicacién por plomo

La evaluacién bioldgica se realiz6 con base en trabajo publicado por Alcaraz-
Contreras et al. (2016), con algunas modificaciones®. Las ratas Wistar empleadas en la
evaluacion bioldgica poseian un peso de 200 + 20 g y fueron obtenidas del bioterio de la
Divisiéon de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato. Previo a la
administracion oral de las moléculas, se realizé la exposicion in vivo del metal téxico a los
distintos grupos de ratas empleando la via de administracion ad libitum, es decir, a libre

voluntad. El principio de esta metodologia consiste en separar a los animales en grupos

35 Alcaraz-Contreras, Y.; Mendoza-Lozano, R. P.; Martinez-Alcaraz, E. R.; Martinez-Alfaro, M.; Gallegos-Corona, M.
A.; Ramirez-Morales, M. A.; Vazquez-Guevara, M. A. Silymarin and Dimercaptosuccinic Acid Ameliorate Lead-Induced
Nephrotoxicity and Genotoxicity in Rats. Hum. Exp. Toxicol. 2016, 35 (4), 398—403.



pequefios (n=5), colocdndolos en cajas separadas, donde tengan acceso libre a comida y
agua. Esta dltima es empleada como fuente de exposicidn, al sustituirse por una solucién de
3000 ppm de Pb**, que en un periodo de 6 semanas incrementard gradualmente la
concentracion del téxico en sangre y en el organismo en general. Todos los experimentos
fueron realizados de acuerdo con los lineamientos éticos institucionales y con las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio

con base en la NOM-062-Z00-1999°,

4.2.2 Esquema de tratamiento y administraciéon de moléculas

El esquema de tratamiento seleccionado en el presente trabajo fue propuesto con
base en el esquema de DMSA empleado en intoxicacién por plomo en humanos, que
consiste en la administracion oral del agente quelante a una dosis de 30 mg/kg durante una
semana (7 dias), seguido de una semana de reposo para movilizar el plomo de los 6rganos
diana al torrente sanguineo y concluye nuevamente con la administracion del quelante a

una dosis de 15 mg/kg por otra semana mas.

Una vez establecido el esquema de tratamiento y cumplido el periodo de
intoxicacion de los animales, se procedid a la administracion oral de las moléculas a
evaluar como agentes quelantes. Sin embargo, previo a la administraciéon y mediante el uso
del programa Chemicalize® y SwissADME® se analizaron las propiedades de las moléculas
para determinar de manera tedrica el comportamiento de su solubilidad a distintos valores

de pH, al preferir la administracion oral de las moléculas.

4.2.3 Grupos de estudio

El estudio se dividié en cuatro grupos (n=5), por lote de moléculas a evaluar. El
primer grupo o Control (-), conformado por ratas sin exposiciéon alguna al metal. El

segundo grupo o Control (+), conformado por las ratas que tnicamente fueron expuestas al

6 Norma Oficial Mexicana, Especificaciones Técnicas Para La Produccién, Cuidado y Uso de Los Animales de
Laboratorio. Nom-062-Zoo 1999, 1-58.



agente tOxico, pero que no recibieron tratamiento subsecuente. El tercer grupo conformado
por las ratas que fueron expuestas y recibieron como tratamiento al quelante DMSA.
Finalmente, el cuarto grupo estuvo conformado y subdividido por las ratas que fueron

expuestas y recibieron como tratamiento los compuestos sintetizados.

4.2.4 Obtencion y preservacion de muestras bioldgicas

Posterior a las 24 h de haber administrado la ultima dosis del tratamiento comenz6
el proceso para la obtencidn de las muestras biolégicas de interés. Cada rata por separado se
anestesio via intraperitoneal con una dosis unica de pentobarbital sddico (100 mg/kg). Una
vez dormido el animal, se verifico el estado de anestesia mediante un pequefo tirén (sin
ejercer fuerza) en sus patas delanteras y traseras. De la misma forma, lo anterior se ratificé
humedeciendo el térax con etanol que, en caso de necesitar mas tiempo para un efecto

completo, la rata retraeria las patas o temblaria por el efecto refrescante del alcohol.

Bajo anestesia, se realiz6 la puncién intracardiaca y recolecciéon de una porcion de
muestra de sangre en tubos al vacio libres de plomo con heparina sédica como
anticoagulante (tubo verde), que fueron agitados suavemente por inversion para evitar la
coagulacion.

Posteriormente, se extrajeron los 6érganos de interés (higado, rifiones, cerebro, fémur
y testiculos), y se colocaron en un frasco estéril. Las muestras de sangre fueron preservadas
en el refrigerador a 4°C, mientras que los organos en el congelador a una temperatura de -

20°C.

4.3 Metodologia general para la cuantificacion de plomo y analisis estadistico

La metodologia para la cuantificacién del cation metédlico mediante Espectrometria
de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS), se realizé con base en el trabajo

publicado por Martinez-Alfaro et al. (2012), con algunas modificaciones’’. Cada muestra

57 Martinez-Alfaro, M.; Herndndez-Cortés, D.; Wrobel, K.; Cruz-Jiménez, G.; Rivera-Leyva, J. C.; Pifia-Zentella, R. M.;
Cérabez Trejo, A. Effect of Melatonin Administration on DNA Damage and Repair Responses in Lymphocytes of Rats
Subchronically Exposed to Lead. Mutat. Res. - Genet. Toxicol. Environ. Mutagen. 2012, 742 (1-2), 37-42.



bioldgica se acondiciond por separado y dependiendo del tipo de tejido biolégico a procesar
se determiné la cantidad de materia a digerir en el 4cido. Para el caso de la sangre, se
recolectaron 2 muestras adicionales (previas al sacrificio), para determinar la concentracién
de Pb a las 24 h de finalizar la exposicion (Pb basal) y a las 24 h de concluir la primera
semana de tratamiento (Pb intermedio). Estos muestreos se realizaron por goteo mediante

una puncion retroorbital.

Todos los tejidos bioldgicos sin importar su composicion o concentracién de plomo
fueron acondicionados mediante una digestion hiimeda con HNOj3 ultrapuro. En una primera
etapa, la muestra se descongel6 a temperatura ambiente por lo menos durante 10 minutos
para una mejor manipulacién. A continuacidn, se pesd por separado cada muestra en un
tubo de vidrio libre de plomo con taparrosca, se adiciond el dcido y se someti6 a un proceso
de sonicacion para facilitar la destruccion de la materia orgénica. Todos los tubos fueron
colocados en una placa metdlica multipozos, donde las muestras se calentaron durante 2 h a
110 °C. Después del primer calentamiento, los tubos se dejaron enfriar a temperatura
ambiente, se les adicion6 H2O> ultrapuro y se calentaron nuevamente por 1 h a 110°C.
Concluida la digestion, se vertié la mezcla en tubo conico libre de plomo con tapa
hermética y se aford a base de peso con agua tipo I con resistividad de 18.2 MQ cm™.

Finalmente, todas las muestras digeridas fueron centrifugadas a 13 000 rpm por 10
minutos antes de cuantificarse en el equipo. Los resultados se expresan como la media +
desviacion estandar (X = SD) y la comparacion de medias se realizé mediante el andlisis de
varianza de un factor (one-way ANOVA), complementado con la prueba de comparacién
multiple de Tukey. Los valores de p<0.05 son considerados estadisticamente significativos.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron empleando el Software Minitab 19 y los

graficos en Microsoft Excel.



Capitulo 5 Resultados y discusion

La estructura quimica de las moléculas sintetizadas y evaluadas como agentes
quelantes, fue propuesta con base en las propiedades farmacoldgicas de los componentes
individuales y en la teoria ABDB de Pearson. El DMSA fue seleccionado como el
esqueleto base de algunas moléculas por ser el agente quelante con mayor eficacia y menor
riesgo que se ha empleado como tratamiento en la remociéon de Pb. En adicion, se ha
reportado que las moléculas derivadas de éste han presentado una mejor actividad*’, por lo
que indagar el comportamiento de diferentes grupos funcionales (sustituyentes), que se
pudiesen enlazar a su estructura mediante la sintesis orgédnica, nos permitiria contar con
nuevas alternativas para futuros tratamientos. La remocion de plomo del organismo se logra
por la formacion de dos enlaces de coordinacién entre los pares de electrones sin compartir
de un atomo de azufre y uno de oxigeno del DMSA vy el catién metélico, cuya selectividad

se fundamenta en la teoria de Pearson.



El 4cido lipoico fue seleccionado como el componente antioxidante, debido a que el
organismo lo biosintetiza para la eliminacién de radicales libres, que son un tipo de
mecanismo toxicologico mediante el cual los metales pesados desencadenan dafios en el
organismo. Asimismo, se ha reportado que el 4dcido lipoico posee actividad quelante®®. No
obstante, hasta la fecha no hay reportes de esta actividad en estado reducido, de su
evaluacion in vivo en un modelo murino de intoxicacion sin ser coadministrado con otros
quelantes o de su administraciéon por via oral. La Figura 6, representa el Figura 6.
Estructuras quimicas del 4cido lipoicoequilibrio quimico entre la forma oxidada y la forma

reducida del antioxidante.

O O
Reduccion
OH OH
S Oxidacion ~ SH SH
Acido lipoico Acido dihidrolipoico

Figura 6. Estructuras quimicas del dcido lipoico.

Los diversos aldehidos que fueron empleados para la sintesis de los 1,3-ditiolanos se
seleccionaron teniendo en consideracion una fraccidon aromatica en su estructura quimica,
debido a que existe poca informacién de derivados del DMSA con este tipo de sustituyentes
que hayan sido evaluados como agentes quelantes y que, ademds le otorguen una mayor
estabilidad al DMSA. En el estudio reportado por Sharma et al. (1987), se concluy6 que el
compuesto mercaptoacrilico (Figura 7), con el patrén de sustitucidon orfo en comparacion
con para, incrementaba la excreciéon urinaria del plomo y reducia las alteraciones
bioquimicas generadas por el téxico®”. No obstante, es importante considerar que las
moléculas del presente trabajo poseen una estructura distinta a los compuestos
mercaptoacrilicos, por lo cual, resulto interesante evaluar y conocer el comportamiento que
tendrian estas moléculas con grupos electrodonadores o electroatractores en posicién para

del anillo aromatico en un escenario in vivo.
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Figura 7. Estructura de los dcidos mercaptoacrilicos.

Por otro lado, el isosorbide, fue seleccionado como componente soluble con base en
las propiedades que posee como derivado de azicar, al ser obtenido de la deshidratacién
catalizada por 4cido del sorbitol, que a su vez es sintetizado por la hidrogenacién de la
glucosa. La propiedad mads relevante y el motivo por el que es empleado en medicina como
un diurético osmotico, es su gran capacidad higroscopica. Por ende, se espera que las
moléculas derivadas de este compuesto posean buena solubilidad para ser administradas

por via oral y a la par, incrementen el gasto urinario eliminando el Pb con mayor facilidad.

El aminoécido L-cisteina y el clorhidrato de cisteamina, fueron seleccionados para
la evaluacién bioldgica como agentes quelantes (sin modificacién y purificacién previa),
debido a que en su estructura quimica poseen un grupo tiol y un grupo amino con pares de
electrones sin compartir capaces de interaccionar con los iones metélicos del Pb con base
en la teoria de Pearson. De manera particular, el aminodcido L-cisteina es empleado por el
organismo en la biosintesis del tripéptido glutation, el cual desempefia diversas funciones
en el organismo, como por ejemplo la unidn, el transporte y el almacenamiento de metales
pesados. Asimismo, la cisteamina promueve el transporte de L-cisteina al interior de las
células, donde serd empleado en la sintesis de glutation, un antioxidante endogeno con los

que cuenta el organismo para defenderse de los efectos nocivos de los radicales libres.



5.1 Analisis computacional de la regla de cinco de Lipinski

Toda nueva molécula que desea administrarse por via oral debe cumplir con la regla
de cinco de Lipinski cuyos pardmetros se describen a continuacién y que son empleados
para indicar el comportamiento de los compuestos descritos en este proyecto:

1. Nudmero de donadores de puente de hidrégeno (enlaces N-H y O-H) < 5;

2. Numero de aceptores de puentes de hidrégeno (dtomos de N y O) < 10;
3. Masa molecular < 500 g/mol y;
4

Coeficiente de particién octanol- agua (Log P) <5

Analizando la estructura de referencia, el DMSA (Tabla 6), ademds de poseer los
mejores beneficios y los menores riesgos, cumple con cada uno de estos pardmetros y es
por tal motivo, que es comercializado como tratamiento para la intoxicacioén por diversos
metales pesados. E1 DMSA a diferencia de otros quelantes, es administrado por la via oral,
lo cual facilita el apego de los pacientes al tratamiento farmacoldgico contra la intoxicacién
por plomo principalmente. Sin embargo, al igual que el resto de los quelantes, tiene una
serie de desventajas que limitan su uso (ver: Tabla 3. Principales desventajas de los agentes
quelantes empleados como tratamiento), por lo que contar con nuevas moléculas derivadas
de su estructura quimica, resultaria una buena estrategia para asegurar la actividad quelante
y aumentar sus ventajas.

La Tabla 6, recopila los resultados obtenidos del andlisis computacional realizado
con el programa Chemicalize® para las distintas moléculas orgdnicas propuestas en el
presente trabajo con lo cual se determiné el cumplimiento de los pardmetros de Lipinski
para proceder a la sintesis orgédnica en una siguiente etapa. Realizando un andlisis mas
detallado, se establece que el DMSA cumple con todos los pardmetros de la regla de cinco
de Lipinski, teniendo una masa molecular de 182.21 g/mol y un Log P de 0.259,
corroborando asi, que es buena opcion como esqueleto base de las nuevas moléculas a

sintetizar.

Tabla 6. Evaluacion computacional de la regla de cinco de Lipinski




1? 4 2 2 2 2 1 3 1 0 3 4 2
2b 4 4 5 6 4 2 2 4 4 4 4 1
3¢ v v v v v v v v X v X Vv
44 v v v v v v v v v v v Y

C AN wow

[a]= Numero de donadores de puente de hidrégeno, [b] = nimero de aceptores de hidrégeno, [¢] =masa molecular y

[d] = coeficiente de particion octanol-agua

De la misma forma, los 1,3-ditiolanos (Figura 8), que forman parte de las moléculas
de sintetizadas en la segunda etapa de este proyecto, cumplieron con todos los pardmetros
de Lipinski y se obtuvieron de la proteccion de los grupos carbonilo de los aldehidos
aromaticos por parte de los grupos tiol del DMSA. Los valores calculados fueron:

e Compuesto 3a (derivado del benzaldehido y el DMSA), con una masa
molecular de 270.32 g/mol y un Log P de 2.316;

e Compuesto 3b (derivado del 4-metoxibenzaldehido y el DMSA), con una
masa molecular de 300.34 g/mol y Log P de 2.158;

e Compuesto 3c (derivado del 4-nitrobenzaldehido y el DMSA), con una masa

molecular de 315.31 g/mol y un Log P de 2.256 y;

HOMOH HO’%_?\OH HOMOH HO’%_?\OH
s s S__S S_ S S__S
O NO, F
3a 3b 3¢ 3d

e Compuesto 3d (derivado del 4-fluorobenzaldehido y el DMSA), con una
masa molecular de 288.31 g/mol y Log P de 2.459.

Figura 8. Estructura quimica de los 1,3-ditiolanos.

En el caso de los ésteres (Figura 9), derivados del componente antioxidante (dcido
lipoico) y el componente soluble (isosorbide), inicamente dos moléculas incumplieron con

el parametro 3 de una masa molecular menor de 500 g/mol. Sin embargo, analizando sus



masas, se determiné que la diferencia no incumplia por mucho el pardmetro, por lo que se
siguieron considerando como propuestas de quelantes. Los valores calculados fueron:
e Compuesto 7a (monoéster 1:1 4cido lipoico/isosorbide), con una masa
molecular de 334.45 g/mol y un Log P de 1.372;
e Compuesto 7b (diéster 2:1 4cido lipoico/isosorbide), con una masa
molecular de 522.75 g/mol y Log P de 4.150;
e Compuesto 8a (monoéster con enlace S-S reducido), con una masa
molecular de 336.46 g/mol y un Log P de 1.461 y;
e Compuesto 8b (diéster con dos enlaces S-S reducidos), con una masa

molecular de 526.78 g/mol y Log P de 4.328.

(0] o]
HO 0
0 (e} s-S e} (0]

7a 7b
o) SH SH o o SH SH
O\H/\/\)\) o\ﬂ/\/\)\)
HO I (Y\/\)J\O
o SH SH 0 ©
8a 8b

Figura 9. Estructura quimica de los ésteres.

Finalmente, las moléculas 9 y 10 (Figura 10), clorhidrato de cisteamina y la L-
cisteina respectivamente, no fueron sintetizadas en una segunda etapa, pero si evaluadas en
la tercera etapa del proyecto. Los valores fueron:

e Compuesto 9, con una masa molecular de 113.60 g/mol y Log P de -0.417 y;
e Compuesto 10, con una masa molecular de 121.15 g/mol y Log P de -2.782.

0
hg>-NHz H=Cl HS/\)J\OH
NH,
9 10

Figura 10. Estructura quimica de la cisteamina (9) y cisteina (10).



En la Figura 11, se establecen los 4tomos donadores de puente de hidrégeno (circulo
azul) y los grupos aceptores (circulo amarillo), si ambas propiedades coinciden en un

atomo, se encontraran encerrados en circulo verde.

4 5 9 10
” 8a
o O $-S, 0 £ DI
W’D ’L_{J_\IOM o ,L\gj/ BA/\”
7b 8b

Figura 11. Atomos donadores y aceptores de puentes de hidrégeno.

5.2 Sintesis y caracterizacion de las moléculas de interés

Analizadas las propiedades de las moléculas de interés computacionalmente y
habiendo determinado el cumplimiento de los criterios de Lipinski o en su defecto con la
mayoria de ellos, se procedi6 a realizar la sintesis orgdnica con base en las metodologias

del disefo experimental.

5.2.1 Sintesis de 1,3-ditiolanos



El Esquema 1, representa la ecuacion general de la sintesis de los 1,3-ditiolanos en
conjunto con las condiciones experimentales empleadas para la obtencién de los productos
deseados. En caso de estos productos, no fue requerida la modificacién de las condiciones
experimentales, variando Unicamente el tipo de electréfilo empleado (Tabla 7Tabla 7.
Sintesis de los 1,3-ditiolanos). De manera general, se aprecia que el aldehido fue
considerado como reactivo limitante debido a la facilidad de monitoreo por c.c.f. y el
DMSA el reactivo en exceso. Ademds, en este tipo de reacciones donde se hace uso de una
trampa Dean-Stark, es importante mencionar que tanto el matraz como el brazo de la
trampa, deben estar recubiertos con aluminio a fin de que todo el sistema mantenga una

temperatura superior al punto de ebulliciéon del agua, permitiendo la formacién del

(@)
lo OH
(0] SH
on H,SO0, (0.20 equiv.) S OH
. .
HO)W 1 Tolueno S 0
SH O R Trampa Dean-Stark
1 2a-d 60 min reflujo R 3a-d
- a-
(1.1 equiv.) R! Producto % Rendimiento
H 2a 3a [90]
OCH; 2b 3b [80]
NO,  2¢ 3¢ [95]
R, 3d [87]

aze6tropo y evitando la reversibilidad de la reaccidn.

Esquema 1. Ecuacién general de la sintesis de los 1,3-ditiolanos.

Concluida la reaccidn, la purificacion representé un mayor reto al tener que realizar
multiples pasos. En primer lugar, la solucién bésica empleada para neutralizar el dcido fue
de carbonato de potasio hasta obtener el pH deseado, ocurriendo una reacciéon acido-base
entre los cationes del catalizador acido, los cationes de los grupos carboxilicos de la
molécula. En este paso, se procedié a lavar con éter de petrdleo y realizar el proceso de
extraccion. Posteriormente, se bajo el pH a 2.0 con una solucién saturada de KHSO4, y se
realizd su extraccion. Finalmente, la fase orgdnica se pasdé por Na>SOs para secarla y

concentrar el producto. Todos los productos obtenidos fueron sélidos.



En la Tabla 7, se presentan los rendimientos para cada producto sintetizado.
Analizando los rendimientos de esta reaccion de proteccion para el grupo aldehido, se
aprecia que el mejor rendimiento se obtuvo al emplear el 4-nitrobenzaldehido (2¢), debido
al efecto electroatractor, aumentando asi el cardcter electrofilico del aldehido y su
susceptibilidad frente a los grupos tiol (-SH) del DMSA. De forma contraria, el menor
rendimiento se observa con el 4-metoxibenzaldehido (2b), debido al efecto electrodonador
y con ello, una menor reactividad en el aldehido, pero no la suficiente para que la reaccién
no procediera. Por tltimo, hubo un comportamiento muy similar entre el benzaldehido (2a)

y el 4-fluorobenzaldehido (2c¢).

Los compuestos obtenidos fueron caracterizados mediante diferentes técnicas
espectroscOpicas. Para ejemplificar su caracterizacidon, se establecieron sefales de
relevancia que se monitorearian para su elucidacion. Para la serie de compuestos 3a-d, el
andlisis del crudo de reaccién por RMN 'H indica la desaparicién de la sefial proveniente
del proton del aldehido a 10 ppm (Figura 12, flecha roja) y la aparicion de los metinos entre
5.0 a 5.8 ppm del producto deseado. También, se observé por RMN *C (Figura 13), la
desaparicion de la sefial proveniente del carbono carbonilico del aldehido (190 ppm) y se
determiné que efectivamente, mediante las condiciones mencionadas se consumia el
reactivo limitante y se obtenia el producto deseado. Finalmente, se ratificé la obtencion de
los diversos derivados mediante el analisis de masas de alta resolucion (ver Anexos), donde
se aprecia la concordancia entre el ion molecular obtenido y las masas reportadas en la

Tabla 7.



Tabla 7. Sintesis de los 1,3-ditiolanos

Masa exacta

Experimento  Nucleéfilo Electrofilo Producto [%]
(g/mol)
1 Benzaldehido (2a) 3a [90] 270.0021
2 4-metoxibenzaldehido (2b) 3b [80] 300.0126
DMSA (1)
3 4-nitrobenzaldehido (2¢) 3c [95] 314.9871
4 4-fluorobenzaldehido (2d) 3d [87] 287.9926
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Figura 12. Comparacién de espectros de RMN de 'H 500 MHz en DMSO-ds de los
compuestos 1,3-ditiolanos 3a-d y DMSA (1).
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Figura 13. Comparacién de espectros de RMN de '*C 125 MHz en DMSO-de de los
compuestos 1,3-ditiolanos (3a-d) y DMSA (1).



5.2.2 Sintesis de ésteres

El Esquema 2, representa la ecuacion general de la sintesis del monoéster y diéster

entre el 4cido lipoico y el isosorbide y la Tabla 8, las condiciones experimentales.

o OH OR*
+ o Agente acoplante / DMAP o
OH - Ta-b
s—S o] 120 min reflujo 0]
HO R30
4 6 R3 R4 Producto
H CSH13082 7a
Esquema 2. Ecuacion general de la sintesis de ésteres.
Tabla 8. Condiciones experimentales para la sintesis de ésteres
Disolvente Masa
Agente Producto
Experimento!®”! | Disolvente para exacta
acoplante!®! [%]
extracciones (g/mol)

1? CDI DCM 7a [-]

2% CDI AcOEt 7a [50]

522.1238

3? DCC DCM 7a [-]

42 DCC AcOEt 7a [90]

DCM

5 CDI DCM b [-]

6° CDI AcOEt 7b [50]

334.0909

7° DCC DCM b [-]

8b DCC AcOEt 7b [95]

[a] Condiciones monoéster: 4 (1 equiv.), 6 (1.1 equiv.), DMAP (0.15 equiv.)
[b] Condiciones diéster: 4 (2 equiv.), 6 (1.2 equiv.), DMAP (0.30 equiv.)
[e] CDI: carbonildiimidazol, DCC: N,N'-diciclohexilcarbodiimida



La esterificacidon de Steglich posee una gran aplicabilidad en la sintesis de ésteres
estéricamente demandantes o sustratos ldbiles a las condiciones &cidas tipicas de la
esterificacion de Fischer recurriendo a condiciones mas “suaves” mediante el uso de
agentes acoplantes (Tabla 8). Por tal motivo, se decidi6 hacer uso de esta metodologia,
cuyo principio radica en la activacion del dcido carboxilico, la formacién de un anhidrido

mixto y finalmente la obtencion del éster al reaccionar el alcohol.

De la Tabla 8, se aprecia que el disolvente empleado en el apartado de las
extracciones tuvo un papel crucial en la recuperacion de los productos. Este hecho se
evidenci6 cuando se utilizé el DCM como disolvente en las extracciones y en ambos casos

el producto deseado pasaba de un liquido viscoso a un tipo de polimero insoluble.

A pesar de que el acetato impedia la formacion del solido insoluble, no habia un
buen porcentaje de recuperacion cuando se usaba el CDI como agente acoplante.
Analizando los espectros de RMN °C, se determin6 que el bajo rendimiento era debido a
que el 4cido lipoico no reaccionaba por completo con el alcohol, es decir, la esterificacion
no era completa al apreciarse una sefial en 180 ppm (caracteristica del carbono del 4cido
carboxilico) y otra a 170 ppm (caracteristica del carbono del éster), por lo que se sustituy6
por DCC. Al emplear este agente acoplante, hubo una conversiéon completa al mono y
diéster en los espectros de RMN '*C (Figura 15 y Figura 17), al observarse tinicamente una
sefial en 180 ppm en comparacion con la materia prima. Sin embargo; el desafio se presentd
en la remocién del subproducto generado del uso de este agente acoplante la
diciclohexilurea (DCU). La eliminacién de la DCU se llevé a cabo con el uso tolueno que

redisolvia el producto deseado y al mismo tiempo precipitaba el contaminante.

El Esquema 3 y Esquema 4, representan las condiciones experimentales empleadas
en la sintesis del monoéster y diéster respectivamente. Cabe mencionar que, a pesar de que
se empleaba el DCM como disolvente de la reaccidén, el producto no solidificaba al
rotaevaporarlo concluida la reaccidén, caso contrario a cuando era empleado en las
extracciones de la etapa de purificacién. Por ende, se emple6 como disolvente polar

aprotico para la reaccion de acoplamiento en la etapa de sintesis.



0
o DCC (1.1 equiv.) / DMAP (0.15 equiv.) o
OH + ~ 1o
(o) CH,Cl, anh. o

0]
HO 120 min reflujo

(1.1 equiv.)
4 6 7a

Esquema 3. Ecuacion general de la sintesis del monoéster.

0 OH OR*
MO o DCC (2.2 equiv.) / DMAP (0.30 equiv.) 0O
H + >
S (@) CH2C|2 anh. O
S HO 120 min reflujo R0
(2 equiv.) (1.2 equiv.) R%, R* CgH30S;
4 6 7b

Esquema 4. Ecuacién general de la sintesis del diéster.

5.2.3 Reduccion del enlace disulfuro

La reduccién del enlace disulfuro se realizd con base en la metodologia del disefio
experimental, donde una vez establecidas las condiciones experimentales para la materia
prima, se procedio a realizar la reduccion de los productos sintetizados, es decir, el mono y

diéster.

El Esquema 5, representa la ecuacion general de la reduccién del enlace disulfuro
presente en el dcido lipoico en conjunto con las condiciones experimentales empleadas.
Para llevar a cabo esta reduccién de manera exitosa, fue necesario realizar la reaccién en
dos pasos. En un primer paso, se adiciond en un matraz el dcido, NaHCOs3 y agua como

disolvente, dejando agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente.



A pesar de que el 4cido lipoico, no es soluble en su totalidad en agua, este comenz6
a solubilizarse al reaccionar con el bicarbonato mediante una reaccién dacido-base.
Concluida la solubilidad, se colocé el matraz en un bafio de hielo con sal y comenzaron a
adicionarse poco a poco los 3 equivalentes del agente reductor (NaBH4). Este tipo de
reduccién puede realizarse en medio acuoso, a pesar de tratarse de un hidruro, debido a que
el borohidruro reacciona lentamente con el agua a un pH elevado (alcalino), pero es
indispensable que la temperatura sea baja al tratarse de una reaccidén exotérmica. La
reaccion se dejé durante 30 minutos en bafio de hielo y otros 45 minutos a temperatura
ambiente. Finalizado el segundo tiempo, se ajusté el pH a 1.0 con HCI 2 N. Por dltimo, se

extrajo el producto con AcOEt, se sec con NaxSO4y se concentrd en el rotaevaporador.

Las sefiales de principal interés para el lipoico reducido, conocido como acido
dihidrolipoico (DHLA, por sus siglas en inglés), fueron las de los hidrégenos de los grupos
tiol (-SH) a 1.3 ppm que se observan en el espectro de RMN 'H en la Figura 14 y Figura 16
con una flecha roja. Tanto el espectro de RMN de 'H y !3C del 4cido lipoico y del 4cido
dihidrolipoico fueron empleados para comparar los ésteres sintetizados. Finalmente, se
diferenciaron los diversos ésteres mediante el andlisis de masas de alta resolucién (ver
Anexos), donde nuevamente coincidi6 el ion molecular obtenido con las masas reportadas
en la Tabla 9, ya que como se observa, los espectros de RMN son muy similares dada la

estructura de los compuestos.

0 1. NaHCO3 (1.2 equiv.) 0
m/\/\)’L 2. NaBH, (3 equiv.) KY\/\)J\
OH >
_3 H,0 dest. OH
S 30 min b.h. / 45 min. t.a. SH SH
4 5

Esquema 5. Ecuacion general de la reduccion del 4cido lipoico.

El Esquema 6 y Esquema 7



Esquema 7. Ecuacién general de la reduccion del diéster, representan la ecuacion general y
las condiciones experimentales para la reduccién del mono y diéster respectivamente
empleando 3 equivalentes para el monoéster y 6 equivalentes para el diéster del agente
reductor. Para estas reducciones, no se empleé como disolvente el agua, debido a que los
productos no eran solubles y ademads se podia generar la hidrélisis del éster. Por ende, fue
empleado el THF como disolvente polar aprético. Adicionalmente, se requirié un
calentamiento posterior a la agitacion en bafio de hielo, para reducir por completo ambos

ésteres.

SH SH

0 . O
OM NaBH, (3 equiv.) g O\H/\/\)\)
HO THF HO
0 o

30 min b.h. / 120 min. reflujo

Esquema 6. Ecuacién general de la reduccion del monoéster (8a).

OR* OR*
o NaBH, (6 equiv.) 0
o) THF o)
R30 30 min b.h. /120 min. reflujo R30
R3, R*: CgH430S, R3, R* CgH450S,
7b 8b

Esquema 7. Ecuacién general de la reduccion del diéster (8b).



Tabla 9. Condiciones experimentales para la reduccion del enlace disulfuro

Compuesto Agente Producto | Masa exacta
Experimento!®"! Disolvente
a reducir reductor(d] [%] (g/mol)
1Mal 4 H>O 5196] 208.0592
2[b] 7a THF NaBH4 8a [96] 336.1065
3(bl 7b THF 8b [96] 526.1551

[a] Condiciones dcido lipoico (4): NaHCOs (1.2 equiv.), bafio de hielo y temperatura ambiente
[b] Condiciones compuesto (7a) y compuesto (7b): bafio de hielo (30 min) y reflujo (120 min)
[c] Condiciones 4cido lipoico (4) y compuesto (7a): NaBH4 (3 equiv.)
[d] Condiciones compuesto (7b): NaBH4 (6 equiv.)
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Figura 14. Comparacién de espectros de RMN de 'H 500 MHz en CDCls de los
compuestos 7a-b (monoéster), 4cido lipoico (4), 4cido dihidrolipoico (5) e isosorbide (6).
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Figura 15. Comparacién de espectros de RMN de '*C 125 MHz en CDCl; de los
compuestos 7a-b (monoéster), dcido lipoico (4), 4cido dihidrolipoico (5) e isosorbide (6).
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Figura 17. Comparacién de espectros de RMN de '*C 125 MHz en CDCl5 de los
compuestos 8a-b (diéster), acido lipoico (4), 4cido dihidrolipoico (5) e isosorbide (6).



5.3 Evaluacion biolégica de compuestos en modelo de intoxicacion por Pb

En esta tercera etapa, se procedi6 a realizar la evaluacion biolégica en un modelo in
vivo de intoxicacién por Pb, donde las ratas fueron expuestas a 3000 ppm durante 6
semanas y 3 semanas adicionales a 2000 ppm, este esquema se seleccioné debido al bajo

consumo de agua por parte de los animales al ser temporada de invierno.

5.3.1 Modelo de intoxicacion por plomo en ratas Wistar

El modelo de intoxicacién animal fue seleccionado debido a que el comportamiento
de las moléculas in vivo varia con respecto a lo observado in vitro, dada la complejidad de
los sistemas biologicos como se ha reportado en distintas investigaciones. Asimismo, este
tipo de evaluaciones ademads de evaluar la actividad quelante, entre el metal y las moléculas
de interés, permite cuantificar la concentracién del metal téxico en los distintos érganos
diana, determinando la existencia de una mejor eliminacién a nivel sistémico y no

simplemente a nivel de torrente sanguineo®.

5.3.2 Diagramas de solubilidad y diagramas de distribucion de especies

Los diagramas de distribucién de especies (DDE), de las moléculas sintetizadas
fueron calculados mediante el programa Chemicalize®, determinando de manera teérica la
solubilidad de los compuestos y la especie quimica predominante a distintos valores de pH.
Esta informacion es de suma importancia al permitir comprender el grado de absorcién de

las moléculas y con ello, la facilidad de interaccién con el agente nocivo.

La Figura 18,;Error! No se encuentra el origen de la referencia. representa el

diagrama de solubilidad del DMSA (1). En el gréifico se aprecia que la solubilidad

% Catsch, A.; Harmuth-Hoene, A.-E. Pharmacology and Therapeutic Applications of Agents Used in Heavy Metal
Poisoning. Pharmacol. Ther. Part A Chemother. Toxicol. Metab. Inhib. 1976, 1 (1), 1-118.



incrementa progresivamente a partir de un pH 5, hasta alcanzar un valor méximo de 1200

mg/mL en medio alcalino. Sin embargo, al intentar disolverlo en la seccion experimental,

HO OH

SH O

éste no se solubiliz6 en agua y fue administrado como suspension.

Figura 18. Griéfico de solubilidad del DMSA, compuesto 1.

La Figura 19, representa el diagrama de solubilidad del compuesto 1,3-ditiolano
derivado del benzaldehido y el DMSA (3a), donde se aprecia un incremento progresivo de
la solubilidad a partir de un pH 6, hasta alcanzar un valor maximo de ~270 mg/mL en un
medio més alcalino. El valor reportado para esta molécula es inferior que para el DMSA.
Sin embargo, a diferencia de su molécula progenitora, este compuesto se solubilizé con
relativa facilidad en una solucién acuosa a un pH neutro. Adicionalmente, los diagramas de
solubilidad para los compuestos 3b, 3¢, 3d (Figura 20, Figura 21 y Figura 22
respectivamente), presentaron el mismo comportamiento tanto tedrica como

experimentalmente a su compuesto andlogo 3a.
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Figura 19. Gréfico de solubilidad del compuesto 3a.

Figura 20. Grifico de solubilidad del compuesto 3b.
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Figura 21. Grafico de solubilidad del compuesto 3c.
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HOHOH

S__S

3d

Figura 22. Gréfico de solubilidad del compuesto 3d.

La Figura 23, representa el diagrama de solubilidad del 4cido lipoico (4), uno de los
antioxidantes mdas importantes de los que dispone el organismo para contrarrestar los
efectos nocivos de los radicales libres. Este compuesto presenta mayor solubilidad a partir
de un pH 7 alcanzando un valor mdximo de ~205 mg/mL. No obstante, en la seccién
experimental se comprob6é que no poseia buena solubilidad en agua, ya que, al entrar en
contacto con ésta, se enturbiaba la solucion y comenzaba a precipitarse. Por tal motivo, se
adiciond tres veces el volumen del disolvente orgédnico (etanol), para impedir este suceso.
Por otro lado, su contraparte reducida (Figura 24), posee buena solubilidad tedrica y se
disolvié por completo en la seccion experimental, sin la necesidad de adicionar mayor

cantidad de etanol.




Figura 23. Grafico de solubilidad del 4cido lipoico, compuesto 4.

OH
SH SH

Figura 24. Gréfico de solubilidad del compuesto 5.

La Figura 25,;Error! No se encuentra el origen de la referencia. representa el
diagrama de solubilidad del monoéster derivado del acido lipoico y el isosorbide (7a),
donde a pesar de tener un nicleo de azicar, no mostré buena solubilidad tanto tedrica como
experimentalmente. En el gréfico se aprecia que la solubilidad aumenta hasta alcanzar un
valor médximo de ~0.15 mg/mL a un pH 14, que no puede ser considerado en una
administracion oral, debido a la alta alcalinidad del medio. La solubilidad teérica mejor6
bastante con la apertura del enlace disulfuro (Figura 26). Sin embargo, en la seccién
experimental el compuesto no se disolvié por completo a un pH neutro, donde nuevamente

una administracion en medio alcalino no es factible.




Figura 25. Grafico de solubilidad del compuesto 7a.
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Figura 26. Grifico de solubilidad del compuesto 8a.

La Figura 27, ;Error! No se encuentra el origen de la referencia.representa el
diagrama de solubilidad del diéster derivado del acido lipoico y el isosorbide (7b), donde se
aprecia que no posee buena solubilidad a ningtin valor de la escala de pH, donde
nuevamente este comportamiento fue observado en la seccidon experimental. Al igual que
para el caso del 4cido lipoico, se adicioné una mayor cantidad de disolvente organico
procurando emplear la menor cantidad posible para evitar una diferencia significativa con
respecto al medio empleado. Nuevamente, hay una mejora en la solubilidad tedrica al
reducir los enlaces disulfuro como se observa en el compuesto 8b (Figura 28), que ademds

se reflejé en la seccion experimental al disolverse en la misma concentracién de etanol/




agua que el resto de las moléculas.

Figura 27. Grafico de solubilidad del compuesto 7b.

Figura 28. Grafico de solubilidad del compuesto 8b.
iError! No se encuentra el origen de la referencia.L.a Figura 29,;Error! No se
encuentra el origen de la referencia. representa el diagrama de solubilidad del clorhidrato
de cisteamina (9), con un valor maximo de ~3500 mg/mL a dos intervalos distintos en la
escala de pH. El primero, con un pH de 0 a 7.5 y el segundo de 12.5 hasta 14. En la seccién

experimental, la molécula se disolvié por completo en agua a un pH 7, a pesar de que el

NH
HS™ 7

J

2 4 8 1 12 14

valor se encontraba proximo al limite inferior del rango de pH donde hay un decaimiento
de la solubilidad.
Figura 29. Grifico de solubilidad del clorhidrato de cisteamina (9).

La Figura 30,;Error! No se encuentra el origen de la referencia. representa el
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diagrama de solubilidad del aminodcido L-cisteina (10), que en la evaluacién experimental
se disolvid por completo a pesar de que en el grafico se observara muy baja solubilidad a
un pH neutro. Para este aminodcido, se aprecia un incremento a partir de un pH 10,
alcanzando un valor mdximo de ~7000 mg/mL. Al igual que el compuesto 9, esta molécula
no fue sintetizada en el laboratorio, pero fue sometida a evaluacién para futuras
investigaciones.

Figura 30. Graifico de solubilidad de L-cisteina (10).

Estos graficos son de gran utilidad para determinar el comportamiento tedrico de la
solubilidad de los compuestos de interés previo a su sintesis, que como se menciond, la
prediccién coincidié en su mayoria con lo observado en la seccién experimental. Ademas,
es importante recordar que, la variacion en los valores de solubilidad de las moléculas estd
influenciada por los distintos grupos funcionales presentes en su estructura quimica. En
general, cuanto mayor sea el contenido de grupos cargados y/o polares en una molécula,
menor serd su solubilidad en disolventes apolares como el hexano y mayor en disolventes
polares aproticos y préticos como el agua, que es considerado el disolvente biolégico por
excelencia. Por tal motivo, la mayoria de las moléculas orgénicas presentes en el organismo
poseen uno o mas grupos funcionales como el fosfato, el amino o el acido carboxilico, que
en solucién acuosa tamponada a pH 7, les permitird disolverse en el medio al poseer una
carga en su estructura. Por otro lado, los aziicares a menudo carecen de grupos funcionales
cargados. Sin embargo, la presencia de multiples grupos hidroxilo en su estructura les
permite generar puentes de hidrogeno con el agua, lo que permite tener una mejor

disolucion.

Como se menciond, diversos grupos funcionales permiten una mayor disolucion de
las moléculas orgdnicas dentro del organismo. No obstante, esta carga puede afectar los
pardmetros farmacocinéticos al disminuir la absorciéon del compuesto. Por ende, los
diagramas de distribucion de especies (DDE), en conjunto con el valor de Log P permiten
comprender mejor el comportamiento de las moléculas en un organismo, asi como la

viabilidad de la administracion oral.



Micraspecies distribution (%)

En la revisién publicada por Sciascia et al. (2016), se presenta informacién
relacionada con los rangos de acidez del sistema digestivo del cerdo, la rata y el humano®'.
En el presente trabajo, se consideraron los valores de pH del sistema digestivo de la rata y

el humano como se resume en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de pH del sistema digestivo de la rata y el humano
Estémago 3.1-5.1 1.5-3.5
Intestino delgado 6.9-7.4 6-6.8

La Figura 31, jError! No se encuentra el origen de la referencia.representa el
DDE del DMSA (1). Considerando los valores de pH del sistema digestivo de la rata, se
aprecia que la especie neutra (color azul) y la especie con carga negativa (color rojo), se
encontrardn aproximadamente en una proporcién 1:1 en el estdmago al momento de la
administracién y conforme avance el proceso de digestion hacia el intestino delgado, la
especie predominante serd la doblemente cargada (color amarillo), con lo cual se puede
predecir que la absorcién de este compuesto serd muy baja, al igual que su actividad
quelante por la baja biodisponibilidad que tendrd. En el caso de los valores de pH del
sistema digestivo del humano, la especie predominante después de la administracion serd la
neutra, hasta alcanzar el intestino delgado y pasar a una especie doblemente cargada al
igual que en la rata. No obstante, la biodisponibilidad puede mejorar, ya que el estomago
logra absorber cierto porcentaje de las moléculas ingeridas. En adicién, se sabe que los
compuestos que se absorben con mayor facilidad son los liposolubles (Log P < 5), o en su

defecto pequeiias moléculas neutras (<500 g/mol).
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Microspecies distribution (%)

Figura 31. Diagrama de distribucién de especies del DMSA, compuesto 1.

La Figura 32, representa el DDE del 3-ditiolano derivado del benzaldehido y el
DMSA (3a). Considerando los valores de pH del sistema digestivo de la rata, la especie
predominante en el estdmago posterior a la administracidén presentard una carga negativa
(color rojo), hasta poseer doble carga negativa (color amarillo) al ingresar en el intestino. A
pesar de las cargas, la absorcidn serd buena con base en los resultados obtenidos de correr
la molécula en el software SwissADME®. Al igual que el DMSA, se observa la misma
tendencia para el humano, es decir, la molécula se encontrard neutra (color azul) y con el
cambio de pH del intestino adquirird doble carga negativa (color amarillo). Sin embargo, el
compuesto 3a en comparaciéon con el DMSA tdnicamente posee tres especies, lo cual le

confiere a la molécula una mayor robustez para su administracion.

Para el resto de los compuestos de esta serie 3b, 3¢ y 3d (Figura 33, Figura 34, y
Figura 35 respectivamente), se observa el mismo comportamiento en sus diagramas de
distribucion de especies. A pesar de las cargas que se generan en su estructura quimica,
Unicamente el compuesto 3d presentd un resultado favorable en su absorcidn,

convirtiéndose en otro compuesto de especial interés.
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Figura 32. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 3a.
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Figura 33. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 3b



Figura 34.Diagrama de distribucion de especies del compuesto 3c.
Figura 35. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 3d.

La Figura 36, representa el DDE del 4cido lipoico (4). Se propone en el caso de la
rata, posterior a la administracion oral, coexistirdn la especie neutra (color azul) y la especie
con carga negativa (color rojo) a un pH 4.5 aproximadamente. Una vez en el intestino
delgado, la especie cargada predominard exclusivamente, pero tendrd buena absorcién. Lo
mismo le puede ocurrir al antioxidante en el intestino humano, no obstante, en el estomago

la molécula se encontrard 100% en su forma neutra lo que puede permitir una mayor

absorcion.
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Figura 36. Diagrama de distribucion de especies del 4cido lipoico, compuesto 4.

La Figura 37

Figura 37, representa el DDE del 4cido lipoico reducido (5). Nuevamente,
considerando el pH del sistema digestivo de la rata y el humano, podemos esperar que la
especie neutra (color azul), serd la predominante en el estomago después de la
administracién oral. Por otro lado, la especie con una carga negativa (color rojo), serd la

mayoritaria al alcanzar el intestino y tendra buena absorcidén. A pesar del incremento del
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numero de especies en comparacion con su forma oxidada, éstas se presentan a partir de un
pH 9.5 aproximadamente y con un porcentaje inferior al 30%.
Figura 37. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 5.

La Figura 38, representa el DDE del monoéster derivado del 4cido lipoico y el
isosorbide (7a). Este compuesto es muy noble, ya que Unicamente posee dos especies,
siendo la neutra la m4s abundante en un amplio rango de pH. Esto es importante, ya que los
distintos valores de pH del sistema digestivo, no tendrdn aparentemente efecto alguno sobre

el compuesto y, por ende, tendrd una buena absorcion.
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Figura 38. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 7a.

La Figura 39, representa el DDE del monoéster con enlace disulfuro reducido (8a).
A diferencia de su estado oxidado, hay un incremento considerable en el nimero de
especies. Sin embargo, a pesar de que la especie neutra predomina en los rangos de interés

de pH del sistema digestivo de la rata y el humano, la absorcién en el intestino serd baja.
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Figura 39. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 8a.

El diéster derivado del acido lipoico y el isosorbide (7b), no posee atomos
ionizables en su forma oxidada, pero si en su forma reducida (8b). La Figura 40, representa
el DDE del compuesto (8b). Nuevamente existe un incremento en el nimero de especies de
la forma reducida, pero no son tan relevantes al presentarse a un pH 10 y con una
distribucion inferior al 30%. Finalmente, 1a absorcién de ambos compuestos serd baja.
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Figura 40. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 8b.

La Figura 41, representa el DDE del clorhidrato de cisteamina (9). En caso de este
compuesto, la especie con carga positiva (color rojo), predominard en un amplio rango de
pH, observdndose asi el mismo comportamiento tanto en la rata como en el humano. En

adicidn, la carga en su estructura quimica no afectara su absorcion.
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Figura 41. Diagrama de distribucién de especies del compuesto 9.

La Figura 42, representa el DDE del aminodcido L-cisteina (10). En caso de la rata,
probablemente la especie predominante en ambos rangos de pH analizados serd la
zwitteridnica (color amarillo). Por otro lado, en el humano, a un pH 2.5 aproximadamente
se encontrardn presentes en un 50% la especie con carga positiva (color rojo) y en un 50%
el zwitterion, hasta predominar este dltimo en el intestino delgado. El comportamiento
anfétero le permite al aminodcido disolverse en agua y operar como disolucién
amortiguadora, pero a la par disminuird su absorcién por la doble carga en distintos 4&tomos

de su estructura.
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Figura 42. Diagrama de distribucion de especies del compuesto 10.

Finalmente, es importante recordar que, el pH fisiol6gico juega un papel importante
en la formacion y la estabilidad del complejo. A un pH bajo o 4cido, los agentes quelantes
se vuelven inestables al protonarse, perdiendo su actividad; mientras que, a un pH alto o
alcalino, los iones metdlicos tienden a formar hidréxidos insolubles, impidiendo asi su
remocion de los sitios de deposicion del metal. Por lo tanto, la estabilidad del complejo es
un requisito indispensable y necesario, aunque no suficiente, para que el ion metélico pueda
transformarse completamente en la especie quelada y posteriormente ser excretado del

organismo.



5.3.3 Administracion y obtencion de muestras de interés biolégico

Los 1,3-ditiolanos (3a-d), 4cido lipoico reducido (5) y los ésteres reducidos (8a-b)
fueron disueltos en agua con un 10% de etanol para incrementar la solubilidad. Mientras
que el DMSA (1), el 4cido lipoico (4), el monoéster (7a) y el diéster (7b), requirieron de
una mayor cantidad de etanol (30%), al no ser completamente solubles. Por tdltimo, la

cisteamina (9) y cisteina (10) se disolvieron Unicamente en agua.

La administracién de las distintas moléculas se realizé por via oral mediante el uso
de una cdnula metalica. Como se mencioné en la metodologia, el esquema de tratamiento
clinico del DMSA sirvi6 como referencia para los esquemas propuestos en el presente
trabajo. En el caso de los ésteres (7a-b y 8a-b), el 4cido lipoico (4) y el acido lipoico
reducido (§), se seleccionaron las concentraciones del tratamiento por intoxicacién con
DMSA (30 mg/kg y 15 mg/kg), debido a la dificultad que representaba administrar un
mayor volumen de un compuesto con baja solubilidad. Para el caso de los 1,3-ditiolanos
(3a-d), que poseian mejor solubilidad experimental en comparaciéon con el DMSA, se
selecciond una dosis de 70 mg/kg durante 7 dias, seguido de 7 dias de reposo y nuevamente
70 mg/kg por 7 dias mds. Finalmente, la cisteamina (9) y cisteina (10) a una dosis de 200
mg/kg al poseer la mejor solubilidad y no existir reporte alguno hasta el momento de
evaluacién a tales dosis. Estas dos tdltimas moléculas, no se sintetizaron en el proyecto,
pero se sometieron a evaluaciéon como referencia para el disefio y sintesis de futuras

estructuras e investigaciones.

Para la evaluacion de las moléculas se formaron grupos de ratas donde se incluyeron
tres grupos control conformados de la siguiente manera. Un grupo control positivo (ratas
expuestas a plomo sin tratamiento posterior), un grupo control negativo (ratas sin exponer a
plomo) y un grupo que recibi6 el quelante (ratas expuestas a plomo y posterior tratamiento
con DMSA). Todas las ratas de los diferentes grupos fueron expuestas a plomo ad libitum
con las mismas concentraciones y por el mismo tiempo mencionado. No obstante, el
DMSA se evalu6 por separado para cada una de las dosis en los esquemas, es decir, 30

mg/kg y 15 mg/kg, 70 mg/kg y 100 mg/kg.



Finalizada la exposicion al metal, a cada rata se le realizé una toma de muestra
sanguinea via retroorbital, para determinar la concentraciéon basal del plomo y proseguir
con la evaluacion de las moléculas. La administracion de los tratamientos se realizé por via
oral e inici6 24 h después de cesar la exposicién al plomo. Como se menciond, se siguié un
esquema de administracion por ciclos de 7 dias durante 3 semanas, siguiendo un ciclo de
tratamiento y un ciclo sin tratamiento. Después del primer ciclo (con tratamiento), se
realiz6 una segunda toma de muestra sanguinea a las 24 h, para determinar si ocurria la
remociéon de Pb a nivel del torrente sanguineo y analizar de manera general el
comportamiento de las moléculas in vivo. El segundo ciclo (sin tratamiento o de reposo),
comenzo a las 24 h de haber concluido el ciclo anterior, para permitir la redistribucién del
plomo al torrente sanguineo nuevamente. Posterior a las 24 h del séptimo dia del segundo
ciclo, se inici6 el tercer y ultimo ciclo (nuevamente con tratamiento). Finalmente, la tercera
muestra sanguinea fue obtenida al concluir este ciclo y para este caso, la toma de muestra

se realiz6 por puncion intracardiaca.

Todas las muestras bioldgicas fueron sometidas a una digestion himeda bajo las
condiciones mencionadas en la Tabla 11, con la finalidad de oxidar toda la materia orgdnica
y recuperar el catién metdlico de interés (Pb*"). Para algunas muestras no se pudo realizar
la cuantificacién y, por consiguiente, el andlisis estadistico. Este suceso fue derivado de la
pandemia provocada por el virus SARS-CoV-2. Sin embargo, se mencionaron en la Tabla

con la finalidad de informar sobre futuras investigaciones que se planean realizar.

Tabla 11. Condiciones de digestion himeda para muestras biolégicas

Muestra HNO3 (uL) H202 (uL) Aforo final (mL)
Sangre (250 puL) 125 5
Rifién (250 mg) 200 5
Higado (100 mg) 500 250 10
Hueso (160 mg) 250 10
Cerebro (250 mg) 500 5




5.4 Cuantificacion de plomo y analisis estadistico

Al concluir la preparaciéon y adecuacién de todas las muestras bioldgicas, se
determinaron los niveles del plomo mediante Espectrometria de Masas con Plasma
Acoplado Inductivamente (ICP-MS). Los resultados obtenidos fueron ajustados con base en

la cantidad de masa del tejido que se digirid y el aforo final con agua desionizada.

Posteriormente, todos los datos obtenidos fueron analizados con el programa
estadistico Minitab 19 para determinar la presencia de diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos que recibieron los compuestos sintetizados como tratamiento
y el grupo Control (+). En adicién, el Control (-) no fue considerado en el analisis
estadistico, ya que habria diferencia significativa con el resto de los grupos por no haberse
expuesto al toxico. Por lo tanto, este dltimo grupo fue empleado como control y monitoreo
del proceso experimental contra la contaminacidon cruzada. La Tabla 12, sintetiza los
resultados obtenidos de la cuantificacion de las muestras de sangre digeridas a los distintos

tiempos de la evaluacion in vivo.

Tabla 12. Niveles de Pb en sangre (ug/dL) en ratas Wistar intoxicadas por Pb

Grupo Compuesto Concentracion | Concentracion | Concentracion
basal intermedia final
Control (-) - 2.12+0.99 1.62 +0.78 1.11 £0.16
Control (+) - 85.25+4.76 35.19 £2.87 23.53 £3.09*
DMSA 70 mg/kg 1 81.86 £4.38 23.02 + 1.68* 8.11 £2.13
H 3a 83.07 £3.91 38.47 £3.36 21.24 £3.80
OCHzs 3b 84.09 +£2.96 36.85 £2.93 17.41 £3.74
NO> 3c 84.66 £2.15 44.05 +2.60* 23.65 £3.44
F 3d 85.18 £ 1.67 42.38 £ 1.87* 20.22 £3.23
DMSA 100 mg/kg 1 86.31 £2.87 14.08 £3.41* 6.62 +3.16*
CISTEAMINA 9 83.21 £5.14 35.08 £2.38 17.90 +3.63
CISTEINA 10 86.98 +2.10 42.62 £ 1.42% 25.39£2.10

Valores promedio y desviacién estdndar de la concentracién de Pb.

*p<0.05 comparados con el grupo control (+). n=5.




El Gréfico 1, representa los niveles basales de plomo en la sangre de los roedores,
donde de manera gréfica se aprecia que no existe diferencia estadisticamente significativa
por lo menos entre dos de los grupos considerados, lo cual fue corroborado adicionalmente
mediante un ANOVA. Por ende, al no existir diferencia, no fue necesario realizar la prueba
de comparacion multiple de Tukey. Ademds, se comprobéd que el tiempo de exposicién y la
via de administraciéon del plomo, mediante la intoxicacion ad libitum, alcanzé niveles del
metal muy préximos entre los tratamientos, motivo por el cual no se aprecia la diferencia
mencionada. Finalmente, se espera que la concentracién del catién metdlico en los distintos

sitios de depdsito del organismo presente el mismo patrén de comportamiento.

Grafico 1. Niveles basales de plomo en sangre de las ratas intoxicadas con plomo y

tratadas con los compuestos 1,3- ditiolanos, cisteina y cisteamina
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El Griéfico 2, representa los niveles intermedios de plomo en las ratas y corresponde
a la muestra sanguinea que se obtuvo posterior a las 24 h de la dltima administracién de los
compuestos en el primer ciclo. En este segundo muestreo, se aprecia que comienza a existir
diferencia estadisticamente significativa entre el Control (+) y algunos tratamientos. Como
era de esperarse, el DMSA presenté una mayor disminucién en la concentracién del metal
en el torrente sanguineo a las dosis de 70 mg/kg y 100 mg/kg que fue evaluado en esta
seccidn, siendo esta dltima la que mejor respuesta obtuvo. Por otro lado, los compuestos 3c,
3d y 10 presentaron un incremento en la concentracién sanguinea, lo cual pudiese ser
indicativo de que se estd removiendo plomo de algin otro deposito corporal, recordando
que este metal en particular se distribuye y deposita en el organismo con base en la
siguiente tendencia de concentracion, hueso > rifion > higado > cerebro. El resto de los
compuestos, no resultd ser estadisticamente significativo en esta etapa, lo cual indica que el
nivel de plomo se mantuvo pricticamente igual a la semana de tratamiento en comparacioén

con las ratas del grupo Control (+).

Grifico 2. Niveles intermedios de plomo en sangre de las ratas intoxicadas con plomo y
tratadas con los compuestos 1,3- ditiolanos, cisteina y cisteamina
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La Figura 43, representa la prueba de comparacion multiple de Tukey para los
resultados obtenidos en los niveles intermedios de plomo de la Tabla 12. Ademds de
observarse las diferencias significativas con el Control (+), se aprecia que existe diferencia
incluso entre los compuestos evaluados. Sin embargo, el DMSA en ambas concentraciones,
disminuyé en mayor proporcion el plomo, que al ser estadisticamente significativo con el
resto de los tratamientos, indica que ningtn otro compuesto logré remover el metal en la
misma medida que lo hizo el DMSA. Finalmente, la mayor concentracion de DMSA
evaluada (100 mg/kg), es incluso significativa comparada con la menor dosis, concluyendo

que el efecto quelante es dosis-dependiente.
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Figura 43. Prueba de comparacién multiple de Tukey de los resultados obtenidos
del Griéfico 2.



El Grifico 3, representa los niveles finales de plomo en las ratas y corresponde a la
muestra sanguinea que se obtuvo por puncion intracardiaca posterior a las 24 h de la dltima
administracion de los compuestos. En este muestreo final, se aprecia que una vez mas el
DMSA es estadisticamente significativo comparado con el Control (+) e incluso contindo
disminuyendo los niveles sanguineos del téxico con base en los resultados obtenidos de la
Tabla 12. Por otro lado, posterior al esquema de tratamiento de 3 semanas y comparado con
los resultados del Gréfico 2, se observa que ningin grupo es estadisticamente significativo
(a excepcion del DMSA), lo cual favorece la hipétesis de que los niveles de plomo
incrementaron en el torrente sanguineo por la redistribucidon del téxico derivada de la
eliminacion del mismo. Finalmente, a pesar de haberse evaluado “dosis altas” para los
compuestos 9 y 10 (cisteamina y cisteina respectivamente), no se observé diferencia alguna
comparada con el Control (+), indicando que probablemente no estén removiendo el plomo
del organismo. Sin embargo, es crucial el andlisis y la discusion de los resultados obtenidos

en las cuantificaciones de los 6rganos para soportar este hallazgo.

Grifico 3. Niveles finales de plomo en sangre de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas
con los compuestos 1,3- ditiolanos, cisteina y cisteamina
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La Figura 44, representa la prueba de comparacion multiple de Tukey para los
resultados obtenidos en los niveles finales de plomo de la Tabla 12. Nuevamente el DMSA
es el unico grupo estadisticamente significativo comparado con el resto de los compuestos
y control evaluados. No obstante, concluido el esquema completo de tratamiento, ambas
dosis alcanzaron la misma concentracion de plomo en el torrente sanguineo y dejaron de ser
estadisticamente significativos. Por lo tanto, el andlisis en los diversos 6rganos diana del
téxico, permitird comprobar si en efecto la dosis mds alta, remueve en mayor medida el
plomo que la concentracion menor. Conjuntamente y comparado con los resultados
intermedios de la Figura 43, se observa una tendencia similar entre los grupos que
presentaron diferencia significativa, pero en esta ocasiéon disminuy6 el ndmero de grupos

con diferencia significativa.
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Figura 44. Prueba de comparacién miultiple de Tukey de los resultados obtenidos
del Grafico 3.



La Tabla 13, sintetiza los resultados obtenidos de la cuantificacién de plomo de las
muestras de los distintos tejidos bioldgicos recuperados y analizados de las ratas, que
siguieron el mismo esquema de tratamiento. Sin embargo, las muestras se recolectaron
hasta el sacrificio al concluirse el tercer ciclo. De la misma manera que para el anélisis de la
concentracion sanguinea de plomo a los distintos tiempos, en el andlisis estadistico de los
tejidos no se considerd el Control (-), al no haber sido expuestos los animales al téxico y
nuevamente se emplearon estas muestras para monitoreo de la contaminacién cruzada de la

técnica empleada para la digestion de éstos.

De manera general se aprecia que hubo diferencias estadisticamente significativas
comparadas con el Control (+), lo cual le da un mayor soporte a nuestra hipétesis de que la
baja quelacion a nivel de torrente sanguineo fue debida a que el compuesto se encontraba
quelando el plomo depositado en los tejidos y al mismo tiempo, redistribuyéndolo a la
sangre, incrementando asi la concentracién y no aprecidandose una diferencia significativa

en comparacién con el Control (+) y con el DMSA. En algunos casos, no se pudo realizar la

evaluacion de la actividad quelante en el testiculo debido a la escases de ratas macho.

Tabla 13. Niveles de Pb en 6rganos (ug/g) en ratas Wistar intoxicadas por Pb

Grupo Compuesto Concentracion | Concentracion | Concentracion
en testiculo en higado en rinén

Control (-) - 0.01 £0.00 0.05 +0.03 0.06 = 0.04
Control (+) - 0.30 £0.02 0.76 £ 0.07 21.50+£2.16
DMSA 70 mg/kg 1 - 0.41 £0.05* 6.55 +£2.86*
H 3a 0.18 £0.02* 0.47 £0.07* 11.14 £2.07*
OCH;s 3b 0.19 £0.01* 0.53 £0.07* 12.53 £2.17*
NO2 3c 0.17 £0.01* 0.64 £ 0.06 10.57 + 1.84*
F 3d - 0.69 £ 0.03 16.41 + 1.29*
DMSA 100 mg/kg 1 0.12 £ 0.02* 0.19 £0.03* 3.16 £ 0.64*
CISTEAMINA 9 - 0.78 £0.08 23.52+£2.27
CISTEINA 10 0.10 £ 0.02* 0.61 £0.10* 18.77 £ 1.03

Valores promedio y desviacion estdndar de la concentracion de Pb.

*p<0.05 comparados con el grupo control (+). n=5.




El Griéfico 4, representa la concentracién de plomo presente en el testiculo de las
ratas macho tratadas con los derivados del DMSA y la cisteina. En este grafico se aprecia
que todos los grupos son estadisticamente significativos con respecto al Control (+), debido
a que los niveles de plomo en el tejido disminuyeron considerablemente, indicando asi que

los compuestos removieron el metal del sitio de deposicién mediante quelacion.

Analizando con més detalle el grafico, una vez mds se aprecia que el DMSA fue el
mejor compuesto para disminuir la carga de plomo en el testiculo. Por ende, los
tratamientos seleccionados para el andlisis de testiculo en estos grupos de ratas fueron los
derivados del DMSA, que en adicién presentaron los mejores resultados de la regla de
cinco de Lipinski y un buen perfil de solubilidad teérico y experimental. Adicionalmente,
se sometid a la evaluacidn a la cisteina al poseer tres elementos de interés en la quelacion

de metales, es decir, el oxigeno (O), el nitrégeno (N) y el azufre (S).

Grifico 4. Niveles de plomo en testiculo de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas con
los compuestos 1,3- ditiolanos, cisteina y cisteamina.
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Al establecer la diferencia estadisticamente significativa mediante el ANOVA, se
procedié a realizar la prueba de Tukey como se aprecia en la Figura 45. En esta ocasion,
todos los compuestos evaluados mostraron diferencia con respecto al Control (+), lo cual
indica que las ratas sometidas a tratamiento mostraron una disminucién considerable en el
nivel de plomo en testiculo. Lo anterior comprueba que efectivamente las moléculas estan
alcanzando los sitios de depdsitos del plomo. Ahora bien, a pesar de que no se evalud la
dosis de DMSA (1) de 70 mg/kg, si se pudo evaluar la dosis alta de 100 mg/kg, donde en
comparacion con las moléculas sintetizadas (3a, 3b, 3c) y evaluadas a una concentracion de
70 mg/kg se encontré que poseen diferencia significativa. Ademds, el DMSA sigui6 siendo
el quelante que disminuyé mejor la concentracion de plomo, corroborando que la actividad
quelante es dosis-dependiente. No obstante, se observé que el DMSA no posee diferencia
significativa en comparacion con la cisteina evaluada a 200 mg/kg, con lo cual se podria
sospechar que la cisteina posee un comportamiento similar a las moléculas, es decir,

incrementa la concentracion de plomo en sangre debido a la quelacion en otros sitios.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 45. Prueba de comparacion multiple de Tukey de los resultados obtenidos del

Grafico 4.



El Griéfico 5, representa la concentracion de plomo presente en el higado de las ratas
tratadas con los derivados del DMSA, la cisteamina y la cisteina. En este gréafico se aprecia
que algunos compuestos presentaron mejor actividad quelante que otros, es decir, algunos
fueron estadisticamente significativos con respecto al Control (+) y una vez mds se observa
que para el caso de la cisteamina no hubo diferencia alguna, caso opuesto para la cisteina,

donde se aprecia que a la dosis evaluada hubo una respuesta favorable.

El DMSA presenté mejores resultados a la dosis de 100 mg/kg. No obstante, la
concentraciéon de 70 mg/kg, ocup6 la segunda posicién en la disminucién del catién
metdlico, donde grificamente se observa que no hay diferencia significativa con respecto a
los compuestos 3a y 3b, estos resultados podrian ser una primera evidencia de que, si las
moléculas fuesen evaluadas a una mayor dosis, se podria observar el mismo efecto quelante
dosis-dependiente que para el DMSA. Por ende, la comparacién miltiple de medias
permitird determinar si los compuestos evaluados son estadisticamente significativos con

respecto a la concentracion de 70 mg/kg del DMSA.

Grifico 5. Niveles de plomo en higado de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas con
los compuestos 1,3- ditiolanos, cisteina y cisteamina.
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La Figura 46, representa la prueba de comparacion multiple de Tukey para los
resultados obtenidos en los niveles de plomo de la Tabla 13. Como se menciond y confirma
con esta prueba, la dosis de DMSA de 100 mg/kg present6 los mejores resultados y es
estadisticamente significativa con respecto al resto de los compuestos evaluados, ya que
ningtn otro compuesto disminuy¢ la carga de plomo en higado como lo hizo este quelante.
Adicionalmente, es importante mencionar que a pesar de haberse empleado una dosis

mayor para la cisteamina y cisteina (200 mg/kg), no hubo mejor respuesta.

Sin embargo, al realizar la comparativa entre la dosis del DMSA de 70 mg/kg con
los compuestos 3a y 3b, no hay diferencia significativa y, como consecuencia, presentan el
mismo comportamiento que el DMSA, es decir, logran remover el catiéon metélico en la
misma proporcion en el higado. Este hallazgo es sumamente importante, ya que el higado
es el tercer 6rgano con mayor concentracion de plomo y el principal productor de glutation,

antioxidante end6geno que contrarresta efectos de radicales libres generados por plomo.
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes,

Figura 46. Prueba de comparacién miultiple de Tukey de los resultados obtenidos
del Grifico 5.



El Griéfico 6, representa la concentracién de plomo presente en el rifion de las ratas
tratadas con los derivados del DMSA, la cisteamina y la cisteina. En este gréafico se aprecia
que tanto el DMSA como sus derivados sintetizados lograron disminuir la concentracién
presente en este 6rgano en comparacion con el Control (+), a diferencia de la cisteamina y
cisteina que no fueron estadisticamente significativas. Con respecto a estos dos ultimos
compuestos, se comprueba que Unicamente la cisteina posee buena actividad para remover
el plomo, pero tnicamente en ciertos Organos (testiculo e higado), como se analizé
anteriormente. Si bien, la cisteina por si sola no permite disminuir los niveles del catién en
el organismo, resultaria interesante evaluar su comportamiento en combinacién con otros
compuestos. Asimismo, no es conveniente la administraciéon de la cisteamina como
tratamiento contra la intoxicacién por plomo, debido a que incrementa la concentracién de
este en el rifidn, incluso ain mds que el Control (+), lo cual podria afectar en mayor

proporcidn al érgano.

Grifico 6. Niveles de plomo en rifién de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas con los

compuestos 1,3- ditiolanos, cisteina y cisteamina.
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La Figura 47, representa la prueba multiple de Tukey para los resultados obtenidos
en los niveles de plomo de la Tabla 13. En esta ocasion, tnicamente el compuesto 3¢, no
mostrd diferencia significativa con respecto a la dosis de 70 mg/kg de DMSA, y ésta a su
vez, no fue diferente con respecto a la dosis de 100 mg/kg de DMSA, reiterando que el
incremento en la dosis de algunos compuestos podria incrementar su actividad quelante.
Estos resultados confirman que a pesar de que los derivados del DMSA no presentan
diferencia estadisticamente significativa en la evaluacién final en sangre, es debido a que
facilitaron la redistribucién del plomo al torrente sanguineo al disminuir significativamente
los niveles en otros 6rganos, principalmente en el rifién e higado, que ocupan el segundo y
tercer lugar con mayor concentracién del catién. La eliminacién de plomo del organismo es
indispensable para detener el progreso de los efectos nocivos, contrarrestar los mismos y
permitir al organismo regresar a un estado de equilibrio. Finalmente, el andlisis en hueso,
terminard por corroborar este comportamiento favorable de los compuestos en otros

organos de interés, al ser el 6rgano con mayor acumulacién de Pb.
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Figura 47. Prueba de comparacién multiple de Tukey de los resultados obtenidos del

Grafico 6.



Por dltimo, y con base en los resultados obtenidos, la investigaciéon de las
combinaciones de los 1,3-ditiolanos entre si, permitira establecer si las moléculas presentan
un sinergismo que disminuya los niveles de plomo en todo el organismo, debido a que

algunos presentaron mejor respuesta sobre un érgano en particular.

Por otro lado, la Tabla 14, sintetiza los resultados obtenidos de la cuantificacion de
las muestras de sangre de la evaluacién in vivo para los compuestos derivados del dcido
lipoico e isosorbide. Esta evaluacién representd un gran reto, debido a la baja solubilidad de
los compuestos, que en la mayoria de los casos correspondié con el comportamiento tedrico
predicho. Por tal motivo, se determiné realizar la evaluacién siguiendo el esquema de
tratamiento en intoxicacion por plomo que se emplea para el DMSA, es decir, un ciclo de 7
dias a una dosis de 30 mg/kg, seguido por un ciclo de 7 dias de reposo y finalizando con
otro ciclo de tratamiento a una dosis de 15 mg/kg. El DMSA se empleé como control a las
mismas concentraciones de 30 mg/kg y 15 mg/kg para comparar la actividad quelante.
Finalmente, en este grupo no se realiz6 la obtencién de la segunda muestra sanguinea para
impedir un mayor estrés en el animal, al existir evidencia de que ambos compuestos (dcido

lipoico e isosorbide), no presentan actividad quelante por si solos.

Tabla 14. Niveles de Pb en sangre (ug/dL) en ratas Wistar intoxicadas por Pb

Grupo Compuesto Concentracion basal Concentracion final
Control (-) - 1.83 £0.94 1.55 +0.62
Control (+) - 60.87 +4.23 30.12 £ 6.00

DMSA 30 mg/kg 1 58.92 £3.78 9.72 +2.51%
AL 4 61.76 £2.12 23.27 £6.94
ALRED 5 61.34 £2.78 2278 £5.41
ALISO 1:1 7a 62.27 £3.44 26.69 £5.74
ALREDISO 1:1 8a 59.10£2.18 23.03 £3.60
ALISO 2:1 7b 60.69 +2.09 25.05 £6.27
ALREDISO 2:1 8b 60.47 £2.79 24.57 £4.46

Valores promedio y desviacién estdndar de la concentracién de Pb.

*p<0.05 comparados con el grupo control (+). n=5.




El Griéfico 7, representa la concentracion basal de plomo en la sangre de las ratas
tratadas con los ésteres sintetizados a partir del 4cido lipoico e isosorbide. En este gréfico se
aprecia que no hubo diferencia significativa con respecto al Control (+), debido a que todos
los grupos presentaron concentraciones muy similares de plomo en torrente sanguineo. Los
niveles de plomo obtenidos en sangre para este grupo de compuestos fueron mas bajos en
comparacion con los reportados para el grupo de los derivados del DMSA (1,3-ditiolanos),
debido a que las ratas de este grupo no se sometieron a exposicion adicional de 3 semanas a

2000 ppm del catién metélico, inicamente fueron 6 semanas a 3000 ppm ad libitum.

Las dos primeras muestras de sangre, al igual que para el grupo de 1,3-ditiolanos,
fueron recolectadas por puncidn intraocular y recolectadas en el tubo correspondiente para
su posterior andlisis en el laboratorio bajo la misma metodologia empleada que para el resto

de las muestras, es decir, digestiéon himeda.

Grifico 7. Niveles basales de plomo en sangre de las ratas intoxicadas con plomo y

tratadas con los ésteres, dcido lipoico y 4cido lipoico reducido
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El Griéfico 8, representa la concentracién final de plomo en la sangre de las ratas
tratadas con los ésteres sintetizados a partir del dcido lipoico e isosorbide. En este gréfico se
aprecia que el dnico compuesto que presentd diferencia significativa con respecto al
Control (+), una vez concluido el tratamiento fue el DMSA, a pesar de ser evaluado a una
dosis menor que para el caso de los 1,3-ditiolanos. No obstante, al igual que para los
derivados del DMSA, el andlisis de otros 6rganos permitird establecer si la inexistencia de
la diferencia es consecuencia de la redistribuciéon del metal de sus sitios de depdsito al
torrente sanguineo o si en definitivo los compuestos no presentaron la actividad quelante
por las bajas dosis a los que fueron evaluados. Ademds, otro factor que debe tomarse en
consideracion es la baja solubilidad de los compuestos en agua y la manera en coémo

repercutiré esto directamente sobre la dosis que se estuvo administrando y evaluando.

De manera general del Gréfico 8, se aprecia que la apertura del enlace disulfuro en
el dcido lipoico reducido y en los ésteres correspondientes (8a y 8b), no incrementa la
actividad quelante deseada al menos en sangre, al no disminuir los niveles de plomo o en su
defecto, la administracién de una dosis mayor para corroborar la actividad deseada es

necesaria para llegar a mejores conclusiones sobre estos compuestos.

Grifico 8. Niveles finales de plomo en sangre de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas
con los ésteres, dcido lipoico y 4cido lipoico reducido
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La Figura 48, representa la prueba miiltiple de Tukey para los resultados obtenidos
en los niveles de plomo de la Tabla 14, comprobando que el DMSA ademdas de ser
estadisticamente significativo con respecto al Control (+), también lo es en comparacién
con el resto de los compuestos evaluados. No obstante, ninglin compuesto incrementd los
niveles del metal en sangre por encima de los obtenidos en el Control (+), lo cual podria
indicar un comportamiento de redistribucion que se corrobor6 analizando la concentracion

en otros 6rganos.

El andlisis de la concentraciéon de plomo en otros 6rganos, ademds de permitir
determinar un proceso de redistribuciéon del metal o la actividad de quelacién de los
compuestos, proveerd la informacion necesaria para determinar si el diéster posee mejor
actividad en comparacion con el monoéster y si la reduccion del enlace disulfuro previo a la

administracion en ratas incrementa el efecto quelante.
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5i un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
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Figura 48. Prueba de comparacién miultiple de Tukey de los resultados obtenidos
del Grafico 8.



La Tabla 15, sintetiza los resultados obtenidos de la cuantificacion de plomo en
muestras de rifién e higado recuperados de las ratas intoxicadas y tratadas con los derivados
del acido lipocio y el isosorbide. Como se menciond anteriormente, debido a la baja
disponibilidad de ratas macho no fue posible realizar la evaluacién en testiculo, pero el
andlisis de estos dos 6rganos que ocupan el segundo y tercer lugar respectivamente en la
acumulacién de plomo, nos proporcionardn un panorama general sobre la actividad

quelante de los compuestos.

Analizando la Tabla 15, se determina que para el caso del higado dos compuestos
presentaron diferencia estadisticamente significativa. EI DMSA (1) disminuyendo la
concentracion del metal en el 6rgano y el 4cido lipoico reducido (4), incrementando la
concentracion en comparacion con el Control (+). Mientras tanto, para el caso del rifion,

unicamente el DMSA (1), disminuy¢ los niveles del catién metalico.

Tabla 15. Niveles de Pb en 6rganos (ug/g) en ratas Wistar intoxicadas por Pb

Grupo Compuesto Concentracion en Concentracion en
higado rifion

Control (-) - 0.05 £0.02 0.07 £0.01
Control (+) - 0.52 £0.02 12.39 +2.21
DMSA 1 0.37 £0.03* 5.02 £ 1.24*
AL 4 0.48 £0.04 11.12+1.44
ALRED 5 0.61 £0.03* 10.33 £ 1.71
ALISO 1:1 7a 0.54 £ 0.03 13.97 £2.71
ALREDISO 1:1 8a 0.46 +0.03 12.47 £1.92
ALISO 2:1 7b 0.47 £0.03 13.02 +2.47
ALREDISO 2:1 8b 0.55 +0.02 10.74 £ 1.46

Valores promedio y desviacion estdndar de la concentracién de Pb.
*p<0.05 comparados con el grupo control (+). n=5.




El Grafico 9, representa la concentracion de plomo presente en el higado de las ratas
tratadas con los derivados del acido lipoico y el isosorbide. En este grafico se aprecia que el
acido lipoico reducido (§) present6 diferencia estadisticamente significativa al incrementar
la concentracién de plomo incluso por encima del valor reportado para el Control (+), lo
que se traduciria en un mayor dafio para este 6rgano y, por ende, el descarte de este
compuesto como agente quelante. Contrario a este resultado, el DMSA (1), posee el mismo
patrén de comportamiento que en el grupo de los 1,3-ditiolanos, es decir, posee buena
actividad quelante a las dosis evaluadas para este grupo al disminuir los niveles del metal
tanto en sangre como en higado. Adicionalmente, se observa que la concentracion final de
plomo para este grupo y el de los derivados del DMSA, es muy similar, esto debido a que
la exposicion al metal para este segundo grupo tuvo una menor duracion. Por dltimo, se
establece que ninguno de los compuestos evaluados, presentd diferencia significativa en
comparacion con el Control (+), revelando que al menos para sangre e higado no se detecta

la actividad quelante.

Grifico 9. Niveles de plomo en higado de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas con
los ésteres, 4cido lipoico y 4cido lipoico reducido
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La Figura 49, representa la prueba miiltiple de Tukey para los resultados obtenidos
en los niveles de plomo de la Tabla 15. Analizando esta prueba para las concentraciones de
plomo en higado, se determina que ningtin otro compuesto evaluado en este grupo logré
disminuir la concentraciéon del metal al igual que el DMSA (1), ya que presentaron
diferencia significativa con respecto a este quelante. Ahora bien, comparando los resultados
obtenidos entre el monoéster (7a), el diéster (7b), el monoéster reducido (8a) y el diéster
reducido (8b), todos los resultados son estadisticamente significativos entre si a diferencia
del monoéster (7a) comparado con el diéster reducido (8b) y el monoéster reducido (8a)
con el diéster (7b) que no presentaron diferencia. Sin embargo, los resultados no son
favorables, ya que con respecto al Control (+), no hubo diferencia alguna, indicando que la
administracién del compuesto no tendria ningin beneficio aparente sobre los niveles de

plomo.
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Figura 49. Prueba de comparacién miltiple de Tukey de los resultados obtenidos
del Gréfico 9.



El Griéfico 10, representa la concentracién de plomo presente en el rifién de las ratas
tratadas con los ésteres derivados del 4cido lipoico y el isosorbide. Una vez mds, se
determina que este grupo de compuestos no presentd diferencia significativa con respecto al
Control (+), comprobando asi, que los compuestos no poseyeron la actividad quelante al
menos en sangre, higado y rifién. No obstante, la cuantificacion de plomo en otros érganos,
podria determinar si en definitivo no poseen la actividad o si en su defecto, no actian en los
organos reportados en este trabajo. Por otro lado, el 4cido lipoico reducido (5), tampoco
tuvo actividad quelante en sangre y rifién, pero no incrementd la concentracién del metal
como en el caso del higado. Asimismo, se observé que el DMSA (1), fue estadisticamente
significativo con respecto al Control (+), en todas y cada una de las evaluaciones realizadas
tanto en este grupo de compuestos como en los 1,3-ditiolanos, es decir, a las dosis

empleadas logré remover el plomo del organismo.

Grafico 10. Niveles de plomo en riiidn de las ratas intoxicadas con plomo y tratadas con

los ésteres, acido lipoico y 4cido lipoico reducido
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La Figura 50, representa la prueba miiltiple de Tukey para los resultados obtenidos
en los niveles de plomo de la Tabla 15. Por un lado y como era de esperarse, el DMSA (1)
presenté diferencia significativa con respecto al Control (+) y al resto de los compuestos
evaluados al disminuir la concentracion del plomo en el riién con el esquema de
tratamiento de 30 mg/kg en la primera semana y 15 mg/kg en la tercera semana. Por el otro
lado, ningin otro compuesto de este grupo presenté diferencia estadisticamente
significativa, lo cual indica que el organismo por si mismo eliminard poco a poco el
xenobidtico téxico y que la presencia de los ésteres, al menos en la dosis empleada para
esta evaluacion no representa beneficio alguno. Por ende, es indispensable estudiar el
comportamiento de esta serie de compuestos a dosis mayores, empleando otra proporcién o

mezcla de disolventes ademds de agua y etanol, para comprobar si no poseen la actividad.
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5i un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 50. Prueba de comparacién multiple de Tukey de los resultados obtenidos del
Gréfico 10.



Capitulo 6 Conclusiones

Se sintetizaron nuevos compuestos derivados del DMSA, el 4cido lipoico y el
isosorbide que fueron evaluados como agentes quelantes en un modelo de intoxicacién in
vivo por plomo, determinando que los 1,3-ditiolanos (derivados del DMSA y aldehidos
aromaticos), no disminuyeron la concentraciéon de metal téxico en torrente sanguineo en
comparacién con el Control (+), pero si lograron disminuir la concentracién en el rifién e
higado en la misma proporcién que el DMSA a las dosis evaluadas. Estos érganos son
sumamente importantes para la recuperacion del equilibro del organismo que ha sido
afectado por los efectos nocivos del plomo, por lo que este hallazgo resulta muy

prometedor para futuras investigaciones.

En adicion, se estableci6 que la ausencia del efecto quelante en los ésteres se
atribuy6 al hecho de su baja solubilidad en agua que conllevé a una baja concentracién en
el organismo que permitiera observar el efecto deseado. Ademds, se encontré que, de las
moléculas adicionales estudiadas de cisteamina y cisteina, tnicamente la segunda logré
disminuir los niveles de plomo en el higado y por ende, seria buen candidato para la sintesis

de futuros compuestos.

Finalmente, se determiné que la actividad quelante del DMSA es dosis-dependiente,
por lo que evaluar los derivados sintetizados de este compuesto a distintas dosis,

proporcionard més informacion sobre su actividad quelante.



Perspectivas

e Determinar si los compuestos de interés poseen efecto quelante sobre metales
esenciales;

e Determinar si los compuestos logran remover el plomo depositado en hueso que es
el érgano con mayor concentracion del cation toxico;

e Establecer si el efecto quelante de los 1,3-ditiolanos es dependiente de la dosis y;

e Sintetizar y evaluar nuevos derivados del DMSA en combinacién con el acido

lipoico y la cisteina;



Seccion experimental

6.1 Material y equipo de laboratorio
6.1.1 Biologico

Ratas Wistar hembra y macho de 10-12 semanas de madurez con un peso minimo
de 200 + 20 g, bajo condiciones estdndar de laboratorio, ciclos luz-oscuridad de 12 h y una

temperatura de 22 + 3°C aproximadamente.

6.1.2 Reactivos

La mayoria de los reactivos empleados en el presente proyecto fueron adquiridos de
la casa comercial Aldrich en caso contrario, se menciona la casa comercial correspondiente.
Isosorbide, 4cido lipoico, CDI, , DCC, DMAP, NaBH4, DMSA, H>SO4, THF, CH2Cl,
AcOEt (acetato de etilo), acetona, etanol, tolueno, bicarbonato de sodio, bisulfato de
potasio, éter de petroleo, formaldehido, fosfato de sodio, carbonato de potasio, sulfato de
sodio, HoO destilada, cloruro de calcio, acido clorhidrico, cloruro de sodio, DMSO
deuterado (DMSO-ds), cloroformo deuterado (CDCI3), acetato de plomo trihidratado
adquirido de casa comercial Merck, benzaldehido, 4-metoxibenzaldehido, 4-
nitrobenzaldehido, 4-fluorobenzaldehido, L-cisteina, clorhidrato de cisteamina,
pentobarbital, 4cido nitrico ultrapuro, agua tipo I con resistividad de 18.2 MQ cm’!
adquirida de un desionizador de agua de la casa comercial Merck, estidndar de metales
pesados en sangre, estindares y multielement para equipo de ICP-MS de la casa comercial

Agilent, N2 (gas) y Ar de ultra alta pureza adquirido de Infra.



6.1.3 Analisis estructural de las moléculas sintetizadas

Para el andlisis de RMN, las muestras se disolvieron en CDCI3; o DMSO-ds segin

sea el caso, los espectros fueron obtenidos empleando un espectrémetro modelo Bruker

Avance III HD con un magneto Bruker Ultrashield de 500 MHz. Los desplazamientos

quimicos de proton fueron reportados en ppm a partir de tetrametilsilano.

Los estudios de masas se realizaron usando un espectrémetro Bruker-ESI-QTOF-

MS, las muestras se analizaron en presencia de estearato de metilo como estdndar interno.

6.1.4 Procedimiento general de evaluacion bioldgica

T ’/‘7 B B
f(i‘*}}“:) + Pp2+ = @ - £/, 3.Administracion

1. Intoxicacion de ratas
durante 9 semanas.

6. Digestién hiimeda de
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ICP-MS.

gﬁ oral de compuestos

2. Sangrado por puncion F | sintetizados.
retroorbital para e

muestreo. l

5. Recoleccion de sangre por 4. Sacrificio de ratas
puncion  intracardiaca y  después de 3 semanas de
remocion de oOrganos de  tratamiento.

interés.
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Cromatograma de ESI-MS 1. Compuesto 3a, masa exacta 270.0021 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 2. Compuesto 3b, masa exacta 300.0126 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 3. Compuesto 3¢, masa exacta 314.9871 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 4. Compuesto 3d, masa exacta 287.9926 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 5. Compuesto 7a, masa exacta 334.0909 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 6. Compuesto 7b, masa exacta 336.1065 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 7. Compuesto 8a, masa exacta 522.1238 g/mol.
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Cromatograma de ESI-MS 8. Compuesto 8b, masa exacta 526.1551 g/mol.



