UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas.

Departamento de Quimica Organica y Fisicoquimica

MEMORIA PARA OPTAR AL TITULO DE QUIMICO FARMACEUTICO

JAVIER OCTAVIO MORALES MONTECINOS

“ESTUDIO ESPECTROSCOPICO DE LA INCLUSION DE 5-NITROINDAZOL EN
CICLODEXTRINAS”.

DIRECTORA DE TESIS Y PROFESOR PATROCINANTE
Dra. CAROLINA JULLIAN MATTHAEI

2007



Agradecimientos

Quiero agradecer a mi familia entera, por su paciencia, cariio y apoyo
incondicional durante todos estos afios de estudios de pregrado. Especialmente a mi papa,

Juanito; a mi mami, Verénica; y mi aweli Elenita.

También quiero agradecer a mis amigos del pregrado, especialmente al Leon y la

Pame, con los que tanto comparti durante toda esta etapa.

A mi profe guia, la Dra. Carolina Jullian, muy rigurosa tutora de tesis, excelente

investigadora y académica. Aprendi mucho con ella respecto a este lindo tema.

Finalmente quiero dar las gracias enormemente a Masiel Cerdn, a quien quiero

mucho. Por su paciencia, y por que ha sido fundamental en todos estos afios, gracias.

A todos quienes fueron parte de mi etapa de pregrado, les dedico esta memoria.

-1 -



Tabla de Contenidos

Agradecimientos ii
Tabla de Contenidos.........ccceeeveeesuiisueisessenssenssenssancssncssecssessssssanses iii
indice de figuras, tablas y ecuaciones v
Resumen viii
Summary X
1. Introduccion 1
2. Objetivo General 9
3. Objetivos Especificos . 9
4.  Materiales y Métodos 10
God. ROACHIVOS.....cceveee ettt ettt et et e s e 10
4.2, EQUIDOS ..ottt 10
4.3, MetodOlOZIA..............ccooooieeiiiieeiee e s 11
4.3.1. Asignacion inequivoca de los espectros RMN para el 5-NI, fCD y
DMPBCD ... ..ot ettt ettt ee e 11
4.3.2.  Confirmacion de la INCIUSTON ....................cccoovveeiiviiiniaeieeieeieeieei 11
4.3.3.  Determinacion de la estequiometria del complejo ............................... 11

4.3.4. Determinacion de la constante de asociacion por la metodologia de

SOMUDBIIIAAA AE fASE. ...t 13
4.3.5. Determinacion de la geometria de inclusion.....................ccc.ccoooenn.. 15

5.  Resultados y DiSCUSION c.ccccerreressarcscneiossaresssnisssaressnsessssssssassssnssse 16

5.1.  Asignacion completa de los espectros RMN para el 5-NI ........................ 16

- 1ii -



5.2.  Resultados para el complejo entre el 5-NIy CD.............ccccocvvevvvann... 21

5.2.1.  Confirmacion de la INCIUSION ..................ccccccouveviiieiiiiiiiieciieeeieeein 21
5.2.2.  Determinacion de la estequiometria del complejo ............................... 23
5.2.3.  Determinacion de la constante de asociacion por solubilidad de fase. 24
5.2.4. Determinacion de la geometria de inclusion...................cccccoeeeeveencn.n 25
5.3.  Resultados para el complejo entre el 5-NIy DMBCD.............cccceue.... 28
5.3.1.  Confirmacion de la INCIUSTION ................cccoociiviiiiiiiiiiiieiieieeeee 28
5.3.2.  Determinacion de la estequiometria del complejo ...................cc........ 30
5.3.3.  Determinacion de la constante de asociacion por solubilidad de fase. 31
5.3.4. Determinacion de la geometria de inclusion..................cccccoevvevvennnn.. 33

6.  Conclusiones 39
7.  Referencias 41

_iV_



Indice de figuras y tablas

Figura 1: Esquema de la estructura de cono truncado que tienen las CD. En su region interna es
donde hospeda sustratos hidrofobos, mientras que hacia el exterior orienta sus hidroxilos

que le confieren solubilidad en agua. A la derecha se muestra la D-(+)-glucopiranosa y se

indica la numMeracion de LOS PrOtONES. .......ccueeuieiuieriierieriee ettt ettt ettt e e 1
Figura 2: Mecanismo por el que se incrementa la penetracion de farmaco (D)......ccceeveevenrnncnee. 4
Figura 3: Modelo que explica la relacion entre la constante de asociacion ............cecceceveeeeneennens 5

Figura 4: Estructura del 4-[(5-nitrofurfurilideno)amino]-3-metiltiomorfolin-1,1-dioxido, o

INTFUTEIITIOX . ettt ettt ettt ettt et e bt e st e bt et e et sbe e e sae et e beeeeeneeneenne 7
Figura 5: Estructura del 1-(2-(bencilamino)-2-oxoetil)-2-nitro-1H-imidazol o Benznidazol........ 7
Figura 6: Estructura del 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-nitro-1H-indazol. .......................... 8
Figura 7: Diagrama teorico de solubilidad de fase...........ccooeeoieniiiiiiniie e 13

Figura 8: Espectro '"H-RMN de 5-NI, con la asignacién de cada sefial a su proton. En 4,7 ppm

aparece 1a seflal del SOIVENLE. .......ccviiiiiiiiiicieeceee ettt ebe b e sseeses 16
Figura 9: Espectro ?C-RMN con la asignacion de cada sefial a su carbono. .............cccccocue....... 18
Figura 10: Espectro bidimensional ROESY del 5-NI en CDCl;........coocvvieiiiiniieiieecieecee e 19

Figura 11: 5-NI con la numeracion de la molécula. Las sefiales fueron asignadas de acuerdo a la
TIUITIETACION. ¢ttt et et et et e eateeeteeat e e bt e bt e sheeeateeateeabeenbe e b eesbeeeaeeembeambeenbeesbeesabesnteenseenne 20

Figura 12: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de 5-NI libre. El
espectro b corresponde a una solucion del sustrato 5-NI con BCD. .......cccccvevveviervennnnen. 21

Figura 13: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de BCD libre. En el
espectro b, que corresponde a una solucion del sustrato 5-NI con BCD, se puede observar el
desplazamiento de 1as SETALES. .....cccviriiiiieiiiiiieriectecte ettt sere s reeereesbeesreenes 22

Figura 14: Espectros de absorcion con variacion de . El tratamiento de datos se realizé a una A

Figura 16: Espectros de absorcion con aumento de [B-CD]. El tratamiento de datos se realizo a

UNA A AE BO2IIMNL. e nnsnennnenenen 24



Figura 17: Grafico del experimento de solubilidad de fase para el complejo (5-NI) — -CD. Se
observa el incremento lineal, lo que confirma la estequiometria 1:1.......c.cccceevvververvennnnnne, 24
Figura 18: Espectro "H-RMN de la BCD en D,0, se omite H-1, que aparece en 4,99. ............... 25
Figura 19: Ampliacion del espectro 2D-ROESY para el complejo entre 5-NI y BCD en la region
Aromatica del S-NLL ..o 26
Figura 20: Ampliacion del espectro 2D-ROESY obtenido para el complejo entre 5-NI y BCD en
D O SRR 27
Figura 21: Estructura propuesta del complejo de inclusion del 5-NI con BCD. .........cceeeueeneeee. 27
Figura 22: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de 5-NI libre. En el
espectro b, que corresponde a una solucién del sustrato 5-NI con DMBCD, se puede
observar €] deSplazamiento ...........ccuieiiieiciieeiiieciee ettt et e e e e e et e sebeeeereeeenas 28
Figura 23: seccion alifatica de los espectros de H'-RMN. El espectro a corresponde a una
solucion de 5-NI. El espectro b es una solucion de 5-NI con DMBCD. .........cccocveueennnnee. 29
Figura 24: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucion de DMBCD libre. En
el espectro b, que corresponde a una solucion del sustrato 5-NI con DMBCD, se puede
observar el desplazamiento de 1as S€fiales. .......cceevureiiieiiieiiiiieree e 30

Figura 25: Espectros de absorcion con variacion de 7. El tratamiento de datos se realizo a una A

€ BO2IMMN. ..ttt et b et b et bt et e b et et e 31
Figura 26: Grafico de variacion continua (Job Plot) del complejo (5-NI) — DMBCD, con maximo
N 7= 0, 31

Figura 27: Espectros de absorcion con aumento de [DMBCD]. El tratamiento de datos se realizo
A UNA A A 302NN .ottt sttt ettt ettt et e et eeeeeeeaeenee e ne 32
Figura 28: Grafico del experimento de solubilidad de fase para el complejo (5-NI) — DMBCD. Se

observa el incremento lineal, lo que confirma la estequiometria 1:1.......c..ccevvevverrenennnn. 32
Figura 29: Espectro 'H-RMN de la DM BCD en D,O, H-1 aparece en 5,16. ............cocoorvenen... 33
Figura 30: Espectro 2D-HSQC de la DMBCD en D3O .....ccociieeiiieiiieciie ettt 34
Figura 31: Espectro 2D-HSQC del complejo entre 5-NI y la DMBCD en D,0. ...........cccuueeeeee. 34
Figura 32: Ampliacion del espectro 2D-ROESY obtenido para el complejo entre 5-NI y DMBCD

€N DO 35
Figura 33: Estructura propuesta del complejo entre 5-NI y DMBCD. .......ccccevvivievivieccrieeiieene. 36

_Vi_



Figura 34: Comparacion de las geometrias propuestas para los complejos entre el 5-NI y la BCD

(izquierda) y DMBCD (derecha). .......coeevuiiuirieiiiiieiesieeeteeeieee et 38

Tabla 1: Algunas caracteristicas de o, B-, Y- ¥ 0-CD. .eccvviiiiiiiiiicieceee e 3
Tabla 2: Desplazamiento quimico de las sefiales en los espectros de 'H-RMN y *C-RMN para el

5-NI. Se indican las correlaciones de largo alcance C-H observadas en el espectro HMBC.

- vii -



Resumen

En esta tesis se estudio el efecto que tendrian la BCD y la 2,6-DMBCD sobre la
solubilidad de un nuevo nitroderivado antichagésico, el 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-
nitro-1H-indazol. Ademas se propuso la estructura tridimensional que adopta el 5-nitroindazol al

interior de la cavidad de las diferentes CDs.

Por medio de la metodologia de variacién continua y de solubilidad de fase, se
encontr6 que ambas CDs generan compuestos de inclusion con una estequiometria de 1:1. Las
constantes de asociacién, K,, encontradas fueron 186,5 M y 3687,8 M para la BCD y la
DMBCD respectivamente. Se observo que 10 mM de BCD aumenta al doble la solubilidad del 5-
NI; mientras que la DMBCD, a la misma concentracion, aumenta seis veces la solubilidad del

compuesto.

El espectro ROESY del 5-NI libre permitié determinar la geometria que adopta el
compuesto en solucidon acuosa. Se observd que el proton 7 del anillo aromatico establece una
interaccion con los protones de la cadena alifatica lateral, 1°, 2° v 4°. Esto significaria que en

solucidn, la cadena se encuentra plegada orientandose hacia la regidén aromatica.

Estos espectros también permiten establecer como es la inclusion del 5-NI al
interior de las CDs. En el caso del complejo entre el 5-NI y BCD, el espectro ROESY indica que
existen interacciones entre los protones aromaticos, 4, 6 y 7 del 5-NI y los protones del interior
de la cavidad de la CD. Junto con esto se encontrd que los protones que forman parte de la
cadena alifatica, 2’ y 4°, se desplazan cuando se encuentran formando el complejo de inclusion,
lo que significaria que también interactiian con el interior de la cavidad. Lo anterior sugiere que
el compuesto se incluye en la cavidad de la CD casi completamente. Por otro lado, también se
observan interacciones entre el proton 7 del anillo aromatico del 5-NI y los protones de la cadena
alifatica, indicando que ésta se encuentra plegada hacia la region aromatica, de la misma forma

que el 5-NI libre en solucion.
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El complejo entre el 5-NI y la DMBCD, presenta una geometria de inclusion
distinta, ya que las interacciones de la region aromatica del 5-NI y los protones de la cavidad de
la CD, indican que la orientacion del 5-NI deja el nucleo bencénico hacia la abertura mas ancha,
mientras que el nucleo pirazodlico, del indazol, hacia la abertura de didmetro menor. Ademas los
desplazamientos de las sefiales de los protones de la cadena alifatica, indican que se encuentra
completamente incluida en la CD; sin embargo, se puede decir que la cadena se encuentra menos

plegada en este complejo, pues no se observan interacciones con el proton 7 del 5-NI.

_ix_



Summary

“Spectroscopic study of 5-nitroindazole derivative with cyclodextrins”

In this thesis we studied the impact of the BCD and 2,6-DMBCD on the solubility of
a new antichagasic nitroderivative, 1-(2-(dimethylamino) ethyl) -3-metoxi-5-nitro-1H-indazol .
In addition, we proposed the three-dimensional structure that adopts 5-nitroindazol inside the

cavity of different CDs.

With the continuous variation and phase solubility methodologies, we found that
both generate inclusion complexes with the different CDs. The stoichiometry was 1:1, and the
asosiation constants, K,, was 186.5 M-1 and 3687.8 M-1, for both BCD and DMBCD

respectively.

The geometry of the 5-NI derivative in aqueous solution, was determined by 2D-

ROESY spectra. The aliphatic amino chain is folded and interacts with the aromatic H-7.

The 2D-ROESY spectrum of the complex of 5-NI inside the CD, indicates that
there are interactions between the aromatic protons, 4, 6 and 7 of 5-NI and protons inside the
cavity of the CD. Besides the protons that are part of the aliphatic chain, 2' and 4°, they shift to a
high filed when they are forming the inclusion complex. This suggests, that the compound is
included in the cavity of the CD almost completely. On the other hand, there are certain
interactions between the proton 7 of the aromatic ring of 5-NI and protons in the aliphatic chain,

indicating that it is folded toward the aromatic region in the same way that 5-NI free solution .

Whereas the complex between 5-NI and DMBCD, shows a different geometry of
inclusion. Interactions of aromatic protons of the 5-NI with the CD, show that the orientation of
5-NI includes benzenic core towards the secondary rim, while the pirazolic core, is near the

primary rim.



1. Introduccion

En la quimica supramolecular, las ciclodextrinas (CDs) son consideradas como las
maés importantes dentro de los complejos de inclusion'. La versatilidad de los complejos de
inclusion que ellas forman permite su aplicacion en diversos campos como alimentos, textiles,

. J o) sy .y . )
medicamentos, cosméticos, procesos de separacion, proteccion ambiental y catalisis .

Las CDs son oligosacaridos ciclicos que contienen por lo menos 6 unidades de D-
(+)-glucopiranosa unidas entre si por medio de enlaces glicosidicos a-(1,4). Esta estructura
quimica adopta espacialmente la forma de un cono truncado (ver Figura 1), que en su exterior
presenta grupos hidroxilos que le dan caracteristicas hidrofilicas y es responsable de su
solubilidad en agua; mientras que hacia el interior de la cavidad quedan expuestos los protones 3
(cerca del borde de mayor didmetro), 5 y 6 (delimitando el borde de diametro menor) del azucar,
junto con los oxigenos que forman los enlaces a-(1,4), generando una cavidad hidrofobica. Esta
region es la responsable de la principal aplicacion de estos compuestos como formadores de

complejos de inclusion.

HO

B—CD n
DM-B-CD n=

Figura 1: Esquema de la estructura de cono truncado que tienen las CD. En su region interna es donde hospeda
sustratos hidr6fobos, mientras que hacia el exterior orienta sus hidroxilos que le confieren solubilidad en agua. A la
derecha se muestra la D-(+)-glucopiranosa y se indica la numeracion de los protones.

La IUPAC define un complejo o un compuesto de inclusiéon como aquel en que un

componente (el ligando) genera una cavidad en forma de largos tineles o canales, dentro de la



cual una segunda especie (el huésped) se localiza. No hay enlazamiento covalente entre el
ligando y el huésped, si no que la atraccion generalmente es debida a fuerzas de van der Waals®.
Las CDs corresponden al ligante de esta definicion, que en su interior hospeda moléculas con

caracteristicas fisicoquimicas adecuadas, formando complejos de inclusion.

De acuerdo al nimero de unidades de D-(+)-glucopiranosa se clasifican en a-, -, y
v-CD con 6, 7 y 8 unidades respectivamente. Estos compuestos tienen un origen natural y se han
sintetizado numerosos derivados con el objeto de modificar sus caracteristicas fisicoquimicas,
sobretodo su solubilidad que es relativamente baja. Recientemente se han sintetizado y aislado
derivados con un mayor nimero de unidades, obteniéndose 8-CD*’. Sin embargo no todas
presentan las mismas caracteristicas en la formacion de complejos de inclusion. Usualmente la
cavidad de la a-CD es de un tamafo insuficiente para hospedar en su interior moléculas,
mientras que la 6-CD por su gran tamafio forma complejos de inclusiébn con una pobre
estabilidad. Por otro lado la y-CD es un reactivo relativamente caro. La B-CD tiene una baja
solubilidad en agua (ver Tabla 1) debido a los puentes de hidrogeno que se establecen entre sus
hidroxilos secundarios, formando una red. Por ello, se han creado derivados sustituidos, que
interrumpen la formacion de los puentes. Es asi como, por ejemplo la hidroxipropil-B-CD tiene
una solubilidad de 60% p/p°. Esto hace que la familia de derivados de la f-CD sea la de mayor
aplicacion en variadas industrias, ya que han demostrado tener una cavidad que puede hospedar
una amplia gama de moléculas, ademas que muchos derivados se encuentran comercialmente

disponible facilitando su estudio.

La estructura de las CDs, al estar formadas por la D-(+)-glucopiranosa, tienen una
altura promedio, alrededor de los 7,9 A. Sin embargo, su didmetro varia en funciéon de las

unidades que forman el anillo, como se puede ver en la Tabla 1.



Tabla 1: Algunas caracteristicas de a-, -, y- y 8-CD.

. Diametro de la Solubilidad en agua /
Tipo de CD . Peso Molecular
cavidad /A g/ 100mL
o-CD 4,7-53 972 14,5
B-CD 6,0 -6,5 1135 1,85
v-CD 7,5-8,3 1297 232
6-CD 10,3 -11,2 1459 8,19

Se ha observado que, debido a su tamafio, la a-CD compleja de mejor manera
cadenas alifaticas, mientras que la B-CD acomoda en su interior preferentemente estructuras

aromaticas’.

Los complejos de inclusion que forman las CD por lo general son entre una o dos
unidades de éstas y la molécula huésped, por lo tanto, los factores que gobiernan la estabilidad
del complejo de inclusion dependeran por un lado de la CD en uso y de la molécula incluida en
estudio. Las fuerzas que permiten la formacion de los complejos son interacciones hidrofébicas,

electrostaticas, de van der Waals y la pérdida de tension de los anillos que se incluyen.

Diversos estudios han demostrado que factores como el tipo de CD*’, el tamafio de
la cavidad'®", la temperatura'>", el pH'* y el estado de ionizacién'® son factores que afectan la

constante de asociacion en un complejo de inclusion.

Dada la amplia gama de moléculas que pueden ser incluidas en las CDs sus
aplicaciones son muy variadas. En el campo de los medicamentos y su formulacion, las CDs
tienen un gran potencial debido a sus caracteristicas quimicas y los efectos que producen en los
farmacos con los que forman complejos. Sin embargo su aplicacion esta limitada por su
biocompatibilidad. De este modo se encuentran diferencias en la ruta de administracion de la
CD. Una inyeccion intravenosa de CD es excretada casi completamente por medio del rifidon, ya
que el ser humano no tiene las enzimas necesarias para la degradacion de la CD. Son bacterias y

hongos quienes tienen la capacidad de degradarlas puesto que contienen la enzima (amilasa)



apropiada para su biotransformacion. Esto se traduce en que las CDs que se administran por via

oral sean degradadas en el colon previo a su excrecion.

Es bien sabido que las CDs forman complejos con farmacos que poseen una
solubilidad acuosa reducida, aumentando asi su solubilidad aparente, actuando como carriers
hidrofilicos para moléculas poco solubles'®'’. Otra aplicacién interesante en el mismo campo es
la de incrementar la disolucion de tabletas formuladas con altas dosis de farmacos, que no
forman complejos de inclusion con las CD, por ejemplo el paracetamol'®.

Este incremento en la solubilidad, junto con su velocidad de disolucién y la
permeabilidad del farmaco, generan un aumento de su biodisponibilidad. La permeabilidad de
farmacos insolubles se incrementa por hacer que haya una concentracion de farmaco mayor en el
sitio de absorcion, por ejemplo, piel, mucosa o cornea (Figura 2). En estos casos es importante
que el aumento de la cantidad de CD no llegue a interferir con la absorcion ya que un exceso

puede disminuir la disponibilidad'’.
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Figura 2: Mecanismo por el que se incrementa la penetracion de farmaco (D)
a través de complejos de inclusion con CD (C).

Por otro lado el efecto de los complejos de inclusion ha sido utilizado para
disminuir la irritaciéon que causan algunos farmacos®'. Esto es, por que el complejo presenta
mejor efectividad y potencia que el farmaco s6lo (por el incremento de la biodisponibilidad), lo
que permite reducir las cantidades administradas y conservar el efecto terapéutico, pero

disminuir la toxicidad®.



Otro importante efecto es el de aumentar la solubilidad de farmacos contra la
deshidratacion, hidrolisis, oxidacion y fotodescomposicion, aumentando asi la vida 1til de los

24 Esto puede deberse a que la CD protege a la molécula fisicamente, inhibiendo asi

farmacos
la interaccion del farmaco con vehiculos o con sus rutas metabolicas. En general podemos
pensar que, asi como existe una constante de velocidad de degradacion del farmaco libre (ko),
también existird una constante de velocidad de degradacion para el farmaco incluido en la CD
(kep), y esta es menor que ko, es decir, la degradacion de la molécula complejada es menor que
libre”. De la Figura 3 se desprende que mientras se desplace el equilibrio hacia la forma

complejada, la velocidad de eliminacion global sera menor.

Ka
Farmaco + CD < F-CD

v

ko kep

Productos de degradacion

Figura 3: Modelo que explica la relacion entre la constante de asociacion
y las constantes de degradacion del farmaco®.

Es por todos estos motivos que la quimica de las CDs es un area de la quimica muy
investigada, y presenta un particular interés en la formulacion de nuevos medicamentos con

mejores caracteristicas, sobretodo farmacocinéticas.

La enfermedad de Chagas es una zoonosis vectorial de caracter crénico en
inmunocompetentes, y oportunista, en inmunodeprimidos®®, causada por el parasito

Tripanosoma cruzi.

En América Latina es la cuarta enfermedad de importancia como carga, después de
las respiratorias, diarreas y el SIDA. En Chile las zonas endémicas se encuentran desde la I a la

VI regién incluyendo la Metropolitana®’.



Es una enfermedad que se presenta en tres etapas: una aguda, que frecuentemente
no presenta sintomas, y cuando lo hace suele cursar con fiebre y signo de entrada del parasito o
chagoma; una etapa latente, o cronica indeterminada, representa el estado del 50 al 70% de los
pacientes chagasicos™ y puede manifestarse asintomatica por 10 a 30 afios hasta que evoluciona
a la siguiente etapa; la etapa cronica, o determinada, puede aparecer en forma de cardiopatia,
colopatia y esofagopatia. Aunque la enfermedad carece de un tratamiento eficaz, lo que focaliza
las estrategias de control a disminuir la transmision vectorial, el tratamiento farmacologico
antiparasitario en las tres etapas ha demostrado traer beneficios para el paciente, sobretodo en
pacientes agudos, en los que disminuye drasticamente la parasitemia, a niveles no detectables. Es
por esto que la Guia Clinica® indica el tratamiento farmacoldgico para todo paciente chagésico,

mientras no esté en una etapa cronica terminal.

El nifurtimox (Figura 4), un derivado del nitrofurano, fue autorizado para su uso en
1965, y hasta hoy se utiliza en las tres etapas de la enfermedad, alcanzando una cura
parasitologica en la fase aguda del 76% de los pacientes tratados. Este fairmaco es tripanomicida
ya que al interior del parasito genera especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan estrés

oxidativo, sobre el cual el tripanosoma no presenta mecanismos de detoxificacion.

Aunque las células del paciente tienen mecanismos que le protegen de la accion de
ROS, una de las causas por la que se considera que la terapia farmacologica para esta
enfermedad es insuficiente, corresponde a la elevada toxicidad, y por lo tanto una peligrosa

relacion riesgo/beneficio.

Con el mismo mecanismo de acciéon actia el benznidazol (Figura 5), un
nitroimidazol que presenta una efectividad muy similar a la del nifurtimox pero una menor

toxicidad.
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NIFURTIMOX BENZNIDAZOL
Figura 4: Estructura del 4-[(5-nitrofurfurilideno)amino]-  Figura 5: Estructura del 1-(2-(bencilamino)-2-oxoetil)-
3-metiltiomorfolin-1,1-dioxido, o Nifurtimox 2-nitro-1H-imidazol o Benznidazol

Tanto los derivados del nitrofurano como los del nitroimidazol presentan una
limitada solubilidad acuosa, lo que les otorga pobres caracteristicas farmacocinéticas, sobretodo
en su absorcion, limitando la biodisponibilidad de estos firmacos. Se han realizado esfuerzos por
incrementar la solubilidad a través de la creacion de prodrogas en forma de ésteres o

., 29 . . . . .y
hemiésteres™, pero pocos estudios existen con CDs y complejos de inclusion.

Recientemente se han realizado ensayos con CDs y nitroimidazoles obteniéndose
buenos resultados en el incremento de la solubilidad, con constantes de asociacion (K,) en el
rango de 1000 y 1900 M. Los estudios se realizaron con tres CDs y las K, aumentaron en el
orden de HPBCD, BCD, MBCD. Esta tltima CD presenta una cavidad mayor que las otras dos,
ademas de un entorno mas hidrofébico, lo que permitiria que la inclusion de la region apolar del
nitroimidazol sea mas efectiva aumentando su K,. Ademas se observa que la adicion de un
polimero soluble en agua, como la polivinilpirrolidona, incrementa mas aun la solubilidad del
nitroimidazol, lo que podria deberse a que el polimero actia aumentando la constante de

asociacion aparente del complejo’’.

Es por todo esto que se requiere seguir progresando en la investigacion de nuevos
compuestos antiprotozoarios, que por un lado tengan una solubilidad adecuada para su absorcion
(y la posibilidad de convertirse en formulaciones orales) y que por otro lado tengan una

toxicidad reducida, con mejores indices riesgo/beneficio.

Recientemente se han desarrollando nuevos nitrocompuestos, derivados de los

. . . .31 .y .
nitroindazoles, como antiprotozoarios” . Estos son compuestos que también tienen la facultad de



, . . 2 . . . .,
provocar estrés oxidativo’ y corresponden a una rama que comienza su investigacion en el
control de la tripanosomiasis. Sin embargo, su solubilidad acuosa es muy limitada, por lo que no

representan una ventaja frente a las otras familias en este aspecto.

De acuerdo a estos antecedentes resulta interesante realizar estudios de inclusion de
estos compuestos en CDs, especificamente el 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-nitro-1H-
indazol (Figura 6). Se espera que, debido a la estructura aromatica que presenta este compuesto,
se produzca la inclusidon con esta region de la molécula, lo que se traduciria en un aumento de la

solubilidad acuosa del 5-NI.

o—

Figura 6: Estructura del 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-nitro-1H-indazol.



2.  Objetivo General

Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas de los complejos de inclusion de 1-(2-

(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-nitro-1H-indazol (5-NI) con 3-CD y con 2,6-dimetil-B-CD.

Estudiar la geometria de inclusion de los complejos por RMN.

3. Objetivos Especificos

1. Formar los complejos de inclusion en solucion acuosa

2. Determinar el aumento de la solubilidad del 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-metoxi-
5-nitro-1H-indazol por efecto de la CD

3. Determinar las constantes de asociacion y la estequiometria de los complejos
formados.

4, Caracterizar el 5-NI y los complejos formados por RMN

5. Determinar la geometria de inclusion de los complejos formados por

espectroscopia RMN de 2D.



4. Materiales y Métodos

4.1. Reactivos

El compuesto en estudio 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-nitro-1H-indazol,
derivado del 5-nitroindazol (5-NI) fue sintetizado por Jorge Rodriguez, alumno del programa de
doctorado, y este compuesto corresponde a uno de los compuestos de su Tesis de doctorado, en

la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

La B-ciclodextrina (BCD), heptakis(2,6-di-O-metil)-p-ciclodextrina (DMBCD), agua

deuterada D,0, fueron adquiridos a través de Sigma-Aldrich.

4.2. Equipos

Para la obtencion de los espectros de absorcion, se utilizd un espectrometro de
absorcion UV, UNICAM, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm. Los barridos fueron realizados

entre longitudes de onda de 250 y 700nm.

Los estudios de RMN se realizaron por medio de un espectrometro de RMN
BRUKER AVANCE DRX300. Los espectros se obtuvieron en una sonda inversa. Todos los
desplazamientos quimicos se estandarizaron a la sefial de HDO a 4,70 ppm. Las mediciones

fueron hechas con secuencias de pulso estindar BRUKER.

Los complejos fueron preparados en agua bidestilada, las soluciones se agitaron a

120 rpm en un bafio de agua JULABO termoregulado a 30 °C, durante 24 horas.
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4.3. Metodologia

4.3.1.  Asignacion inequivoca de los espectros RMN para el 5-NI, fCD
y DMBCD

La asignacion inequivoca del 5-NI se realizd analizando las sefiales obtenidas en
espectros 'H-RMN y “C-RMN, y espectros de 2D COSY, ROESY, HMBC y HSQC. Para la

asignacion inequivoca de las CDs se registraron los espectros 'H-RMN y HSQC.

Los experimentos en 2D HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) y
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) que correlacionan 'H con "C, indican los

enlaces C-H directamente unidos y las correlaciones entre C e H distantes, respectivamente.

4.3.2.  Confirmacion de la Inclusion

Para confirmar la formacion del complejo de inclusidon entre el sustrato, 5-NI, y las
CDs investigadas se les registraron espectros de 'H-RMN. El desplazamiento quimico de las
sefiales del 5-NI formando complejo con la CD en comparacion con las del 5-NI libre y de las

CDs, da cuenta de la inclusion o no del sustrato en la cavidad de la CD.

4.3.3.  Determinacion de la estequiometria del complejo

La estequiometria de los complejos se evaludé por la metodologia de variacion
continua, conocida como Job Plot”. Este método permite determinar la estequiometria del
complejo basado en la variacion de alguna propiedad fisica del sustrato, como la absorbancia, en
presencia del ligante (CD). La reaccion del complejo de inclusion entre 5-NI y la CD, donde no

se conoce la estequiometria, queda descrita por la siguiente ecuacion:
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Ecuacion 1

5-NI +n CD (5-NI)-CD,

De acuerdo a la metodologia, se calculan valores de AA = A — Ay, donde Agy A
representan la absorbancia en ausencia y presencia de CD respectivamente. Posteriormente se
grafica AA[5-NI]r (donde T indica concentracion total) contra fraccion molar, 7, que se obtiene

mediante la Ecuacidn 2, manteniendo la concentracion total constante.

[5 — NI]T Ecuacion 2
y =
[s-Ni]; +[cp;

En el grafico, la estequiometria del complejo (n) esta dada por el maximo absoluto,

y queda definido por:

r=(n+ 1)'1 Ecuacién 3

que es lo mismo que:

1 Ecuacién 4
n=—-1

Para su determinacion se preparan dos soluciones madre, una de 5-NI y una de CD,
cada una con una concentracion de 0,3 mM. Las soluciones para el método se preparan con
razones molares entre 0,1 y 0,9, manteniendo una concentracion total [S-NI]+[CD]r = 0,3 mM.
Se les registra su espectro de absorcion UV/Vis y el analisis se realiza a la longitud de onda de

lem

maxima absorcion, que corresponde a 362nm, donde la absortividad molar (&, ) del 5-NI es

6922,8 M'em™.
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4.3.4. Determinacion de la constante de asociacion por la metodologia

de solubilidad de fase

El método de solubilidad de fase es uno de los métodos mas usados para investigar
el efecto de un agente solubilizador o ligante, en este caso una CD, frente a un sustrato de baja

solubilidad®, en este caso el 5-NI.

Esta metodologia, consiste en agregar sobre soluciones de concentracion creciente
del ligante, cantidades en peso del sustrato en exceso. Por agitacion se disuelve el sustrato, a
temperatura controlada durante un tiempo determinado, suficiente para alcanzar la nueva
solubilidad en CD. Luego se filtran las soluciones para evitar que en la mezcla permanezca
solido no solubilizado e interfiera con la determinacion del sustrato en solucion. Finalmente se
grafica la concentracion total del sustrato solubilizado contra la concentracion del ligante, o CD

para el caso (Figura 7).

|Dissolved
Guest]

[Cyclodextrin] ———————a=—

Figura 7: Diagrama teorico de solubilidad de fase.

En la Figura 7, se muestran las formas de las curvas que se pueden obtener en estos
experimentos. S; corresponde a la solubilidad del sustrato cuando varia la concentracion de CD,
y Sy es la solubilidad del sustrato libre. A grandes rasgos existen dos variedades de complejos:

los de tipo A son aquellos en que la solubilidad del complejo aumenta, mientras que los del tipo
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B, los complejos tienen baja solubilidad. Un complejo Bg quiere decir que el complejo tiene una
solubilidad méaxima y un complejo B; significa que es insoluble. Por otro lado los complejos A
presentan un incremento de la solubilidad con un comportamiento lineal conforme aumenta la
concentracion de CD. Uno Ap quiere decir que el incremento se desvia positivamente de la
linealidad y uno Ay negativamente. A supone un complejo de primer orden respecto del ligante,
mientras que un complejo Ap corresponde a un orden superior. El tipo Ay puede ser explicado
por alteraciones del solvente a altas concentraciones del ligante, o que el ligante se compleja

consigo mismo a concentraciones elevadas.

Independiente del sistema que formen el sustrato con la CD, la ecuacién de

equilibro para un complejo en que se desconoce la estequiometria, es la siguiente:

.
mS+nL —_ S,L.. Ecuacién 5
donde la constante de asociacion K, queda determinada por la expresion:
(S L ) Ecuacién 6
_ m—n

Ka - Sm . Ln
Por otro lado las concentraciones de los componentes se pueden expresar en
términos de cantidades conocidas, como la solubilidad del sustrato libre (S,), y la concentracion

total de ligante afiadido (L) de la siguiente forma:

St =S, Ecuacién 7

L=L, —n(San) Ecuacion 8

Donde St y L corresponden a la concentracion total de sustrato en solucion y
concentracion L es la concentracion de ligante libre. S™ queda definido como la Sy ya que se

espera que en solucion permanezca la solubilidad maxima del compuesto libre. Con estas
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expresiones, a partir de la K, (Ecuacion 6) y suponiendo una estequiometria 1:1, se puede

obtener una ecuacion que la relaciona con valores conocidos:

Ecuacion 9
S, = de—OLT +S,
1+K,S,

Esta expresion se comporta como una ecuacion de la recta si se grafica St contra
Lr, y el complejo es del tipo Ar. En esta recta, el intercepto corresponde a Sy, con el que se

calcula K, a partir de la pendiente de la recta, como sigue:

_ pendiente Ecuacién 10
* S, (1- pendiente )

De este modo, sobre soluciones con concentraciones crecientes en CD (1, 3, 5, 8 y
10 mM) se agregan cantidades en exceso de 5-NI (3 mg para fCD y 5 mg para DMBCD). Estas
soluciones se agitan por 24 horas. Luego se filtran con filtros Millex-GV con membrana

Durapore de 0.45um y se les determina la concentracion total de 5-NI (St) por espectroscopia de

lem

absorcion UV/Vis midiendo a la longitud de onda de méxima absorcion, en 362 nm (&, =

6922,8 M'cm™). La K, se obtiene de la pendiente del grafico de [5-NI] contra [CD], de acuerdo

a la Ecuacion 10.
4.3.5. Determinacion de la geometria de inclusion
Para la determinacion de la geometria de inclusion se registran los espectros 2D-
ROESY que permiten establecer la correlacion espacial que existe entre protones espacialmente
vecinos.
Las condiciones de medicion para los espectros 2D-ROESY fueron con un ancho

espectral de 3000 Hz, tamafo de datos de 16K /8K, retardo de relajacidon de 2s, y 32 escaneos

con un tiempo de mezcla de 400ms.
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5. Resultados y Discusion

5.1.  Asignacion completa de los espectros RMN para el 5-NI

Mediante el analisis de los espectros 'H y °C, y posteriormente el analisis de los
espectros bidimensionales COSY, HSQC, HMQC y ROESY se hizo la asignaciéon inequivoca
del 5-NIL.

H

le

Hl’ Hz’

9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Figura 8: Espectro 'H-RMN de 5-NI, con la asignacién de cada sefial a su protén. En 4,7 ppm aparece
la sefial del solvente.

La Figura 8 corresponde al espectro de 'H-RMN del 5-NI en solucién acuosa,
donde se observa a campo bajo los tres protones aromadticos del anillo 5-nitroindazélico
correspondientes a H-4, H-6 y H-7. E1 H-4 es un doblete que acopla con H-6 y es el que aparece
mas desapantallado a 8,6 ppm, por el efecto del grupo nitro vecino. H-6 es un doble doblete ya
que acopla con H-4 y H-7, y también aparece desapantallado por efecto del grupo electroaceptor
vecino. H-7 es un doblete que acopla con H-6 y aparece en la region de los protones aromaticos,

sin suftrir ningun efecto importante.
Entre 2,0 y 4,5 ppm se observan los protones alifaticos, distinguiéndose los dos
metilos equivalentes H-4 en 2,2 ppm como un singulete que integra para 6 protones. En 4,0

ppm se observa la sefial del metoxilo, que corresponde a un singulete que integra para 3 y se
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encuentra desapantallado por efecto del oxigeno; y es corroborado por medio del espectro
bidimiensional HMBC, siendo el unico carbono que no correlaciona con protones distantes,

como se aprecia en la Tabla 2.

La asignacion de los dos metilenos 1’ y 2’ se realizd por medio de la correlacion de
largo alcance que se establece en el espectro HMBC. El C-1°, de acuerdo a la Tabla 2,
correlaciona s6lo con H-2’, mientras que C-2’ correlaciona tanto con H-1° como con H-4’. Esto
determina que el C-1" es el carbono de enlace al anillo aroméatico, mientras que el C-2’ es aquel
que enlaza la amina terciaria que sostiene los dos metilos equivalentes. Lo anterior es ademas
corroborado por el desplazamiento que se observa en el espectro de protones, donde H-1’
aparece muy desapantallado, en 4,4 ppm, por el efecto del anillo aromatico vecino; mientras que

H-2’ aparece en el rango de los metilenos unidos a nitréogeno alifatico, en 2,9 ppm.

La Tabla 2 detalla los desplazamientos, multiplicidad, integracién y constantes de
acoplamiento para las sefiales del 5-NI en D,O en los espectros de 'H-RMN y *C-RMN, de

acuerdo a la numeracion establecida en la Figura 11.

En la Figura 9 se observa el espectro de *C-RMN con los carbonos asignados. La
asignacion de estas sefiales se realizo por medio del espectro bidimensional HSQC, que permite
establecer cuéles son aquellos carbonos que enlazan a su proton correspondiente. De esta forma
se puede establecer que los desplazamientos son: C-4 a 118,6; C-6 a 122,5; C-7 a 108,6; C-1" a
58,2; C-2> 47,4, C-4> a 45,7y C-1" a 56,5 ppm, de acuerdo a la Tabla 2.
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Tabla 2: Desplazamiento quimico de las sefiales en los espectros de "H-RMN y *C-RMN para el 5-NI. Se indican las

correlaciones de largo alcance C-H observadas en el espectro HMBC.

“C-RMN 'H-RMN HMBC

Carbono & /ppm Proton J /Hz S /ppm C-H largo alcance

G 158,3 - - - Hy, Hy~

Cia 111,9 - - - H;

Cy 118,6 H, d; ' 1,90 8,62 Hg, Hy

Cs 140,8 - - - H,, He, H;

Cs 122,5 Hy  dd;*:1,90;°7:9.47 8,20 H,

C; 108,6 H,; d; >J: 9,47 7,45 -

Ca 143,0 - - - Ha, He, Hy

Cy 58,2 H;- t; 6,50 4,35 H,:

Cy 47,4 H,- t; 6,50 2,86 H;-, Hs

Cy 45,7 Hy ] 2,21 H,:

C 56,5 H;- s 4,00 -

s, singulete; d, doblete; dd, doble doblete; t, triplete
Co
Cs
Cs
C; Cy
Cy
Csa
& Cn  Gs C
| - H o —— - WA B lng

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 pl‘am

Figura 9: Espectro >C-RMN con la asignacion de cada sefial a su carbono.

Los carbonos cuaternarios que no tienen correlaciones visibles en el espectro

HSQC, se asignan por medio del espectro HMBC, que permite correlacionar protones con

carbonos a larga distancia. De este modo se establecen los desplazamientos de C-3, que acopla a

larga distancia de acuerdo a la Tabla 2 con los H-4 y H-1". El C-3a que acopla a larga distancia
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con el H-7. El C-5 que acopla a larga distancia con H-4, H-6 y H-7. Por ultimo C-7a que acopla
con H-4, H-6 y H-7.

La Figura 10 muestra una ampliacion del espectro 2D-ROESY del 5-NI en CDCl;.
Los 2D-ROESY correlacionan a los hidrogenos que se encuentran espacialmente proximos,

presentando picos diagonales y picos de cruce simétricos.

H;
ppm J\M
2.0
: H,
2.54
o) s He
3.0
3.54
4.0 Hy-
== F H,
4.5 [ [ [ [ [
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 ppm

Figura 10: Espectro bidimensional ROESY del 5-NI en CDCl;.

. . 1 .

Los picos de la diagonal corresponden al espectro H-RMN, mientras que fuera de
la diagonal y en forma simétrica aparecen picos que indican la correlacion espacial que existe
1 T .o . .
entre 'H que se encuentran préximos, sin importar si son adyacentes o no estructuralmente; estos
picos son llamados de cruce simétricos. Estos apareceran cuando la distancia entre los dos 'H sea

igual o inferior a 4,0 A, y sera mas intensa cuanto mas cercanos estén.

En la Figura 10, que corresponde a una zona del espectro ROESY, se observa una

interacciéon que da cuenta de como es la estructura tridimensional que adopta el 5-NI en
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solucion. Los dos metilos equivalentes en 4’ presentan una interaccion dipolar con el H-7 que
pertenece al anillo aromatico y demuestra que la cadena alifatica del compuesto se encuentra
plegada hacia el anillo, como se aprecia en la Figura 11. H-7 es un doblete, pero se encuentra

superpuesto con la sefial del solvente que normalmente aparece alrededor de 7,28 ppm.

En el espectro ROESY también se obtienen resultados que corroboran la asignacion
de los protones, ya que se observan las interacciones escalares que se establecen entre los

protones vecinos aromaticos, H-6 y H-7; y alifaticos, H-1" y H-2".

Figura 11: 5-NI con la numeracion de la molécula. Las sefiales fueron asignadas de acuerdo a la numeracion.
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5.2.  Resultados para el complejo entre el 5-NI y fCD

5.2.1.  Confirmacion de la Inclusion

En la Figura 12 se observa el desplazamiento quimico de los protones aromaticos
del 5-NI libre y unido a la CD. Se observa un desplazamiento a campo alto de los tres protones

aromaticos debido a la formacion del complejo con la fCD.

Estos protones se encontrarian incluidos en la CD, y corresponden a aquellos que
representan la fraccion hidrofobica de la molécula, es decir, aquellos que son parte del anillo
aromatico, en las posiciones 4, 6 y 7 que se presume se encuentran al interior de la cavidad
hidrofobica de la CD. Todas las sefiales se encuentran desplazadas hacia campo alto, lo que
indica que la inclusion provoca un apantallamiento de sus electrones. Ademas se observa en el
espectro global de '"H-RMN que los protones de la cadena alifatica, 1°, 2’ y 4°, también estan
desplazados hacia campo alto, queriendo decir que esta fraccion de la molécula también se

incluye, presentando una interaccion con la CD.

Hy

U 5-nitroindazol

a
Hy
H;
Hs
5-nitroindazol
b +BCD
) I ) I ) I ) I ) I )

I ) I ) I ) I )
8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 ppm

Figura 12: Espectros de 'H-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de 5-NI libre. El espectro b corresponde
a una solucion del sustrato 5-NI con BCD.
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La Figura 13 muestra el desplazamiento que ocurre en las sefales caracteristicas de

la BCD cuando se encuentra libre y cuando se encuentra con el sustrato incluido.

He

B-CD

5-nitroindazol
+ BCD

Hj

Figura 13: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucion de BCD libre. En el espectro b, que
corresponde a una solucion del sustrato 5-NI con BCD, se puede observar el desplazamiento de las sefiales.

Son los protones del interior de la CD, H-3 y H-5 aquellos que sufren el mayor
desplazamiento. Mientras que el H-6, que se encuentra cerrando el extremo de didmetro menor
de la CD tiene un desplazamiento a campo alto menor. H-3 corresponde al triplete que aparece
alrededor de 3.9 ppm, y cuando se encuentra formando el complejo de inclusion, se desplaza a
campo alto mas alld que 3.8 ppm. Esto es provocado por el efecto anisotropico del anillo
aromatico, que genera grandes densidades electronicas que apantallan los hidrogenos del interior
de la cavidad de la CD. Es por esto mismo, que también se encuentran apantallados H-5 y H-6,
ya que estan sometidos al efecto apantallador de los dobles enlaces conjugados y son
desplazados hacia campo alto. Sin embargo, ya que el desplazamiento ocurre con intensidad
decreciente desde H-3, H-5 y hasta el H-6, es muy posible que la inclusiéon ocurra desde la
abertura de mayor didmetro hacia la de menor, apantallando con mayor fuerza H-3 y

disminuyendo hacia H-6.
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5.2.2.  Determinacion de la estequiometria del complejo

Se registraron los espectros UV/Vis de los complejos de 5-NI con BCD, variando
sus fracciones molares entre 0 y 1. La concentracion total, [S-NIJ+[BCD] se mantuvo constante

en 0,3 mM.

En la Figura 14 se observan los diferentes espectros de absorcion debidos a las
diferentes fracciones molares del complejo formado entre SNI y BCD. La determinacion de AA
se realizo en el maximo de absorcion de menor energia que corresponde a la longitud de onda de

362nm.

La grafica de AA x [5-NI]t v/s r se observa en la Figura 15. Claramente se ve que
el maximo corresponde a un valor de r = 0,5; indicando una estequiometria para el complejo 5-

NI-BCD de 1:1, de acuerdo a la Ecuacion 4.

4,04 0,16+
3,54 0,141
3.01 0,12
2,5
g . 0,10
c 2.0 =
8 Z 0,081
5 15 s 0
< 1,01 < 0,06+
0,51 0,04
0,0
’ 0,024
0,5 , . , ' " (Ao AN,
200 300 400 500 0,00 t T T T T T
. 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Longitud de onda, % /nm r
Figura 14_3 Espectros de absorgi()n con variacion de r. El Figura 15: Grafico de variacion continua (Job Plot) del
tratamiento de datos se realizo a una A de 362nm. complejo (5-NI) — B-CD, con maximo en r = 0,5.
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5.2.3.  Determinacion de la constante de asociacion por solubilidad de

fase

En la Figura 16 se observa como aumenta la absorbancia de la solucién en
presencia de concentraciones crecientes de fCD. Esto se debe al aumento de la solubilidad del 5-
NI por efecto de la formacion del complejo de inclusion. La solubilidad molar del 5-NI en
solucion acuosa es de 1,80 - 10°M (0,476 g/L) mientras que en presencia de 0,010M de pCD
llega a 4,31 - 10°M (1,140 g/L) lo que en estas condiciones, significa un aumento a mas del

doble de la solubilidad del 5-NI.

Segun Higuchi-Connors, al graficar [5-NI] contra [BCD] (Figura 17), si se obtiene
una recta, podemos decir que corresponde a un sistema Ay, lo que significa que la estequiometria
del complejo formado corresponde a una complejo 1:1, que esta totalmente de acuerdo a los

resultados obtenidos de acuerdo al punto 5.2.2.

De acuerdo a la Ecuacion 10, de la pendiente e intercepto de la recta, se obtiene la

constante de asociacion, K,, con un valor de 186,5 M.

201 0,0050-
\ oooss] © PCD
© 1 ,5 4 \\\;'3\ 0’0040 ]
8 \
g | 0,00351
g 101 ——[p-CD] = 10mM =
2 ~—[p-CD] = 8mM = 0,0030
< ------ [B-CD] = 5mM ﬁ
0,54 [-CD] = 3mM 9, 0,0025-
N \ 7 E\S_CD] =1mM 0,0020+
0

K, =186,5M"

0,0015{~ *®

0.0+ ; ; ; —~ : ; . , ; : ,
300 350 400 450 500 550 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008
Longitud de onda, A /nm [B-CD] /M
Figura 16: Espectros de absorcion con aumento de [B-CD]. Figura 17: Gréfico del experimento de solubilidad de fase
El tratamiento de datos se realiz6 a una A de 362nm. para el complejo (5-NI) — B-CD. Se observa el incremento

lineal, lo que confirma la estequiometria 1:1.
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5.2.4. Determinacion de la geometria de inclusion

En la Figura 18 se observa la region del espectro "H-RMN para la BCD en D,0, que
muestra las sefiales de los protones 2 al 6. Para realizar la asignacion de las sefales se registro el
espectro bidimensional HSQC, y por medio del analisis estructural de la D-(+)-glucopiranosa, se
establecid la asignacién de sus hidrégenos. El proton anomérico, H-1, aparece en 4,99 ppm
(doblete). Luego en 3,88 ppm se observa el H-3 (triplete), en 3,78 ppm se aprecia el H-5 (doble
triplete), casi superpuesto con H-6 a 3,80 ppm. Los hidrégenos externos de la BCD H-2 y H-4
aparecen en 3,56 ppm (doble doblete) y en 3,50 ppm (triplete) respectivamente.

Figura 18: Espectro 'H-RMN de la BCD en D0, se omite H-1, que aparece en 4,99.

De la misma forma que se hizo la asignacion de los protones internos de la BCD, se
realizo6 la asignacion de los protones de la CD, pero cuando ésta forma el complejo. Es decir, se
le registré un espectro HSQC al complejo para determinar los desplazamientos quimicos de los

protones internos de la CD al estar formando el complejo de inclusion.

Por medio del espectro bidimensional ROESY se pueden establecer cuales son las
interacciones que ocurren entre los protones del 5-NI y la BCD. De acuerdo a la Figura 19, se
puede decir que el proton aromatico H-4 correlaciona con los protones de la CD 3 y 5. Mientras
que los protones aromaticos H-6 y H-7 del 5-NI, presentan interacciones dipolares con los

protones H-6 y H-5 de la CD.
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Los resultados anteriores indican que el 5-NI se incluye en la cavidad, presentando
el H-4 hacia el extremo de diametro mayor; mientras que los H-6 y H-7 se encuentran incluidos

en la region de la CD que contiene los protones 5 y 6, es decir el extremo de didmetro menor.

En la Figura 20, que corresponde a una ampliacion del espectro ROESY, se puede
observar una correlacion dipolar entre los protones alifaticos H-2’ y H-4’ y el proton del anillo
aromatico H-7, implicando que la cadena alifatica se encuentra plegada hacia la region
aromadtica, tal y como sucede cuando el 5-NI se encuentra libre en soluciéon acuosa. Ademas en
el espectro global se puede ver una interaccion entre el H-7 y el metileno H-1" del 5-

nitroindazol.

H;

Hg
Hs

ppm
7.2+

Figura 19: Ampliacion del espectro 2D-ROESY para el complejo entre 5-NI 'y BCD en la region aromatica del 5-NI.
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Figura 20: Ampliacion del espectro 2D-ROESY obtenido para el complejo entre 5-NI 'y BCD en D,O.

De acuerdo a estos resultados se puede proponer una geometria de la inclusion del
5-NI en la cavidad de la CD como se observa en la Figura 21. Esta geometria cumple con los
antecedentes encontrados, ya que se observa la orientacion del H-4 hacia el extremo de diametro
mayor y los protones 6 y 7 hacia la abertura de menor didmetro. También se observa que la
cadena alifatica del compuesto se encuentra plegada hacia el anillo aromatico. Se muestra
ademas, que la cadena alifatica se encuentra incluida por la parte superior de la CD, ya que en el
espectro 'H-RMN estas sefiales se encuentran desplazadas hacia ampo alto, significando que se

encuentran al interior de la cavidad.

\—’
/=

F‘""’)

o

Figura 21: Estructura propuesta del complejo de inclusion del 5-NI con BCD.
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5.3.  Resultados para el complejo entre el 5-NI y DMBCD

5.3.1.  Confirmacion de la Inclusion

Se puede identificar que en los espectros del 5-NI libre y en los espectros del
complejo, se produce un desplazamiento tanto de las sefiales del 5-NI como de las sefiales de la
DMBCD hacia campo alto. Ademas, el desplazamiento observado de estas sefiales, resulta ser
mayor que en el complejo de 5-NI con BCD, lo que indicaria que para esta CD el sustrato tiene
mayor afinidad, produciendo un mayor apantallamiento sobre los protones, desplazandolos a

campo alto.

En la Figura 22 se observa el espectro 'H-RMN del 5-NI y del complejo de 5-NI
con DMBCD. Se observa el desplazamiento hacia campo alto de los protones aromaticos del 5-
NI cuando hay inclusion en la DMBCD. Las tres sefiales sufren un desplazamiento hacia campo
alto por efecto de la inclusion en la CD lo que esta determinado por el apantallamiento que esto
produce. El méximo desplazamiento se observa para H-4 y luego H-6. A pesar de que el H-7

también se desplaza hacia campo alto, el corrimiento es bastante menor.

H;

a U 5-nitroindazol

H
4 H,
5-nitroindazol
b J L +DMBCD

7 T T T T
8.5 8.0 7. 5 ppm
Figura 22: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de 5-NI libre. En el espectro b, que

corresponde a una solucion del sustrato 5-NI con DMBCD, se puede observar el desplazamiento
de las sefiales, que confirman la inclusion del sustrato en la DMBCD.
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La Figura 23, muestra los desplazamientos de los protones alifaticos del 5-NI al
estar formando el complejo de inclusion con la DMBCD. Los H-1° y H-2’ presentan un
desplazamiento a campo alto por efecto de la inclusion, al igual que los protones de los metilos
unidos a la amina. Mientras que el metoxilo no presenta desplazamiento. Esto indicaria que de
alguna manera los hidrogenos interactian con el interior de la CD, al ocurrir la inclusion, del

mismo modo en que se observa para el complejo con la CD nativa.

La Figura 24 muestra el desplazamiento que ocurre en las sefales caracteristicas de

la DMBCD cuando se encuentra libre y cuando se encuentra con el sustrato incluido.

H,
a Hz’
A S-nitroindazol
H,
H, 5-nitroindazol
b A +DMPBCD
[ T
4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figura 23: seccion alifatica de los espectros de H'-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de 5-NI. El

espectro b es una solucion de 5-NI con DMBCD.
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H, DMBCD

5-nitroindazol
+ DMBCD

f " T " T " T " T "
3.8 3.6 3.4 3.2 rPrm

Figura 24: Espectros de "H-RMN. El espectro a corresponde a una solucién de DMBCD libre. En el espectro b, que
corresponde a una solucion del sustrato 5-NI con DMBCD, se puede observar el desplazamiento de las sefiales.

Como se aprecia en la Figura 24, las sefales que sufren mayor desplazamiento
hacia campo alto son los protones que se encuentran al interior de la DMBCD, en la region
hidrofébica, y que corresponden a los H-3 y H-5. Lo anterior confirma que la molécula de 5-NI

se incluye en la cavidad de la DMBCD.

El efecto de la inclusion es muy importante sobre el H-3, ya que es el protdon que
mas se desplaza hacia campo alto. Lo mismo sucede con H-5, que se encuentra desplazado hacia
campo alto. Sin embargo, H-6 so6lo sufre un leve desplazamiento hacia campo bajo, casi sin
ningun efecto. Esto sugiere que la inclusion debe ocurrir en la secciéon de mayor didmetro en el
interior de la DMBCD, ya que son los protones 3 y 5 aquellos que son afectados por el anillo

aromatico del 5-NI.

5.3.2.  Determinacion de la estequiometria del complejo
En la Figura 25 se observan los espectros de absorcion en presencia de diferentes

fracciones molares de 5-NI y DMBCD, donde la fraccion molar varia entre 0 y 1, y conservando

la concentracion total igual a 0,3 mM.
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Se realiza el analisis de los datos en los maximos de absorcion que corresponden a
362 nm. Del método de variacion continua, se obtiene un grafico (Job Plot en Figura 26) con el
maximo para un valor de r = 0,5 que corresponde a una estequiometria de 1:1, de acuerdo con la

Ecuacion 4.

Este resultado pone de manifiesto que los complejos de inclusion que forma el 5-NI

con las CDs, corresponden a complejos 1:1.

4,04 0,144
3.51 0,121
« 307 0,104
o =
% 2,54 —
8 Z 0,084
S 2.0+ w,
® 0,06
£ 154 £
< )
101 0,04
] 0,02 i .
05 o (A,-A)[5-NI,
0,0 . . . , 0,00+— . . . . :
300 400 500 600 0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

Longitud de onda, A /nm r

Figura 26: Grafico de variacion continua (Job Plot) del

Figura 25: Espectros de absorcion con variacion de 7. E1 { !
complejo (5-NI) — DMBCD, con méaximo en » = 0,5.

tratamiento de datos se realizé a una A de 362nm.

5.3.3.  Determinacion de la constante de asociacion por solubilidad de

fase

La Figura 27 muestra los espectros de absorcion de las soluciones con

concentraciones crecientes de DM-CD para la metodologia de solubilidad de fase.

Puesto que el complejo entre 5-NI y DMBCD es un complejo con estequiometria
1:1, el célculo de la K, se realizo de acuerdo a la Ecuacién 10. Con este complejo la solubilidad
del 5-NI aumenta a 1,05 - 10 M (2,772 g/L) cuando la [CD] es 0,010 mM. Ya que la solubilidad
del 5-NI en solucion acuosa es de 1,80 - 10° M, significaria un aumento de casi seis veces

comparado con la solubilidad del 5-NI libre.
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Nuevamente el grafico de solubilidad de fase (Figura 28), confirma lo
anteriormente encontrado por la metodologia de variacion continua. El incremento de la
concentracion de 5-NI es lineal con respecto al aumento de la concentracion de DMBCD (Ay) lo
que corresponde a una estequiometria de 1:1. Luego de la pendiente del grafico y del intercepto,

se extrae el valor de la constante de asociacion K.

3,04 0,006
251 0,005
o 201
S 0,004
& 151 —A 2
I I O i N I — [DMCD] = 1mM =
2 1ol [DMCD] = 3mM Z 0,003
g " -~ [DMCD] = 5mM ==
- [DMCD] = 8mM
0,51 [DMCD] = 10mM 0,002 K =3687.8 M
0.01, ‘ ‘ ‘ — , ‘ 0,001
250 300 350 400 450 500 550 " 0000 0001 0002 0003 0004 0005
Longitud de onda, A /nm [DMCD] /M
Figura 27: Espectr.os de absorcion con aumento de Figura 28: Grafico del experimento de solubilidad de
[DMBCD]. El tratamiento de datos se realiz6 a una A de fase para el complejo (5-NI) — DMBCD. Se observa el
362nm. incremento lineal, lo que confirma la estequiometria 1:1.

El valor obtenido de K,, 3687,8 M, es un valor muy superior al de la constante de
asociacion que presentd la CD. Esto esta en relacion con la estructura de la DMBCD, ya que
presenta en los carbonos 2 y 6 grupos metoxilos, que le confieren un mayor tamafio en su
cavidad interna, permitiendo que el 5-NI sea incluido més efectivamente. Ademas estos
metoxilos hacen que el ambiente en que sera afiadido el sustrato sea mas hidrofobico, incluyendo

mejor el fragmento aromatico de la estructura.
El aumento de la cavidad explica los resultados obtenidos por medio de los

1 .. , . .
espectros de H -RMN, ya que coincide con que la molécula se encuentra en mayor parte incluida

en la CD, estableciendo un complejo con alta asociacion.
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5.3.4. Determinacion de la geometria de inclusion

La Figura 29 corresponde al espectro de '"H-RMN de la DMBCD en D,0. Sélo se

muestran los protones 2 al 6, y las sefiales de los grupos metoxilos.

CH,?

3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 ppm
Figura 29: Espectro "H-RMN de la DM BCD en D,0, H-1 aparece en 5,16.

Por medio del espectro 2D-HSQC (Figura 30) que correlaciona los carbonos con los
protones directamente unidos se realizo la siguiente asignacion de las sefiales de la DMBCD: el
proton anomérico H-1 aparece a 5,16 ppm (doblete). En 3,89 ppm se observa la senal del H-3
(triplete), luego el H-5 a 3,81 ppm (doble triplete) y el H-6 a 3,65 ppm. Las sefiales de H-2 y H-4
aparecen casi superpuestas con las de los metilos 2 y 6 a 3,54 ppm (doble doblete) y a 3,29 ppm

(triplete) respectivamente.
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Figura 30: Espectro 2D-HSQC de la DMBCD en D,O.
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Figura 31: Espectro 2D-HSQC del complejo entre 5-N1'y la
DMBCD en D,O.

La Figura 31 corresponde al espectro 2D -HSQC del complejo formado por el 5-NI

y la DMBCD. Este espectro permite asignar inequivocamente las sefiales de los protones 3, 5y 6
de la CD, y permite reconocer los hidrogenos metilénicos que aparecen con fase contraria a los

metilos y metinos, de modo que H-3 aparece a 3,67 ppm, H-5 a 3,73 ppm y H-6 a 3,66 ppm.

La Figura 32 es una ampliacion del espectro 2D-ROESY, en la region de picos de
cruce entre los protones de la DMBCD y los protones aromaticos del 5-NI. Se observa que existe
una interaccion dipolar entre los protones 4, 6 y 7 del sustrato con la sefial de la DMBCD, en la
que se superponen las sefiales de los protones 3 y 6 de la DMBCD. Sin embargo, de acuerdo a
los corrimientos observados de estos dos protones, el que tiene mayor desplazamiento es el H-3,
mientras el H-6 practicamente no se desplaza al formar el complejo de inclusion. En base a esto,
podemos suponer que serian los H-3 aquellos que interactuarian con el 5-NI y, por lo tanto, que
la inclusion es por el lado ancho de la CD. Ademas se puede observar que el H-4 del 5-NI
interacciona con el H-5 de la DMBCD, sugiriendo que esta regién del compuesto se encuentra

mas incluida en la cavidad.
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Se puede observar también, que existe una interaccion entre H-7 y el metileno 1’ de
la cadena alifatica. Sin embargo, en el espectro no aparecen las correlaciones entre H-2” y H-4’
alifaticos que se podian ver en el complejo 5-NI-BCD. Estos dos hechos indican que el 5-NI se
encuentra con su cadena alifatica no tan plegada como en el complejo 5-NI-BCD, tan sélo
presentando una interaccion entre los protones mas proximos de la cadena lateral, cuando esta
formando el complejo de inclusion con la DMBCD. También, debido a los desplazamientos
observados en el espectro 'H-RMN de estos protones, la cadena alifatica debiera encontrase

incluida en la cavidad de la CD.

8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm

Figura 32: Ampliacion del espectro 2D-ROESY obtenido para el complejo entre 5-NI y DMBCD en D,0.

Todos estos antecedentes nos permiten proponer una geometria de inclusion que
considera la interaccion de los protones 4, 6 y 7 del anillo aromatico del 5-NI con el H-3 de la
DMBCD vy la interaccion entre el H-4 del sustrato con el H-5 de la CD, como se puede observar
en la Figura 33. Aunque la inclusion parece ser por el lado mas ancho de la CD, el compuesto se
ubica casi por completo dentro de la cavidad, ya que la cadena alifatica, que estd menos plegada
hacia la region aromatica del 5-NI, se encuentra incluida en la cavidad, interaccionando con el

interior de la CD, razdén por la que se observan desplazadas estas sefiales en la Figura 23. Por
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otro lado el metoxilo queda por fuera de la abertura mas estrecha de la CD, por lo que no

presenta una interaccion con protones del interior, y es consistente con los resultados obtenidos.

Aunque la evidencia pareciera ser muy similar, los complejos que forma el 5-NI y
las dos CDs estudiadas, son diferentes. Esto se determina gracias a que en el espectro 2D-
ROESY, so6lo para el complejo con BCD se observa una interaccion dipolar entre H-6 y la CD.
Lo que quiere decir que la geometria propuesta debe permitir esa interaccion. Sin embargo, en el
caso del complejo con DMBCD, la geometria propuesta debe ser consistente con que no se
observe esta sefial en el espectro. Asi es como se estima la siguiente geometria, en que el H-6 no

presente interacciones con protones de la cavidad de la CD.

Figura 33: Estructura propuesta del complejo entre 5-NI y DMBCD.
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Tabla 3: Diferencias de los desplazamientos entre los compuesto libres y formando complejos.

AS = (80 - 8undo) AS = (60 - Sundo)

Compuesto Proton 5-NI - BCD 5-NI - DMBCD
H-4 0,13 0,35
H-6 0,08 0,21
H-7 0,06 0,14
5-NI H-1' 0,08 0,16
H-2' 0,23 0,28
H-4’ 0,23 0,20
H-1" -0,03 -0,02
H-3 0,11 0,22
CD H-5 0,08 0,08
H-6 0,02 -0,01
Complejo K, 186,5 M 3687,.8 M

Finalmente se presenta en la Tabla 3, las diferencias en los desplazamientos de las
sefales, considerando como d, el desplazamiento quimico de la sefial en que el 5-NI se encuentra
libre, y como Ounigo €l desplazamiento de la sefial cuando el 5-NI se encuentra formando el

complejo de inclusion.

Con respecto a la region aromatica se puede decir, que es el complejo entre 5-NI y
DMBCD aquel que presenta corrimientos mas importantes, lo que estaria relacionado con el
caracter de la interaccidon entre ambas moléculas, reflejandose en una K, mucho mayor para este

complejo.

Los resultados también indican que la cadena alifatica toma parte en la interaccion
en ambos complejos de inclusion. Sin embargo, el H-1" marca una diferencia en la interaccion,
ya que en el complejo con BCD, sélo se observa un leve acoplamiento, mientras que en el

complejo con DMBCD el corrimiento de la sefial es mas marcado, hecho que corrobora lo
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observado en los espectros bidimensionales. Pero, en ambos casos, la cadena alifatica forma

parte importante en la inclusion.

En estos complejos, la interaccion entre el metoxilo y los protones de las CDs es
muy menor, ya que los corrimientos son casi inexistentes, lo que se ve reflejado en las
geometrias propuestas. Por otro lado, considerando los corrimientos de las sefiales de las CDs, se
puede decir que las interacciones son principalmente con el protdn 3 del interior de la cavidad,
luego el protén 5 y con muy poca interaccion el proton 6. Con la DMBCD se observa un

corrimiento mayor, lo que estaria relacionado con las diferencias encontradas en las K,.

Todos estos antecedentes se resumen en las geometrias de inclusidon propuestas para

ambos complejos, y que se observan en la Figura 34.

Figura 34: Comparacion de las geometrias propuestas para los complejos entre el 5-NI 'y la BCD
(izquierda) y DMBCD (derecha).
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6. Conclusiones

Se confirmé que se pueden formar complejos de inclusion para el 1-(2-
(dimetilamino)etil)-3-metoxi-5-nitro-1H-indazol, y se espera que derivados de la familia de los
5-NI formen similares tipos de complejos de inclusion sobre todo, por que comparten la region

aromatica en su estructura.

La formacion de los complejos de inclusion del 5-NI con las dos CDs, nos permitio

aumentar la solubilidad en fase acuosa del 5-NI1.

Podemos decir que la CD derivatizada aumenta en mayor cantidad la solubilidad

del 5-NI en comparacion con la CD nativa.

La estequiometria para ambos complejos es de 1:1 con valores estimados de

constantes de asociacion de 186,5 y 3687,8 M para la BCD y la DMBCD respectivamente.

En los espectros 2D-ROESY se observo que el 5-NI libre en solucidon acuosa, se

encuentra con la cadena alifatica plegada hacia el protén 7 del anillo aromatico.

Con esta misma metodologia, RMN bidimensional, se estim6 la geometria de
inclusion de los complejos formados. Se observd que la inclusion del 5-NI es diferente
dependiendo de la CD utilizada. Para el caso de la BCD, el grupo nitro se encuentra fuera de la
cavidad por la abertura de didmetro mayor, junto con el grupo metoxilo, que no forma parte de la
interaccion. Por otro lado, tanto los protones aromaticos, como aquellos presentes en la cadena
alifatica, forman parte de la interaccion. Sin embargo, el proton 1° del 5-NI presenta una

interaccion muy leve con la CD, lo que significaria que se encuentra fuera de la cavidad.

En el caso de la DMBCD, la inclusion del 5-NI en la CD en este caso deja hacia el
exterior de la abertura mayor, a los grupos nitro y metoxilo. En este complejo la interaccion

ocurre con todo el resto del 5-NI, y con mayor intensidad que el complejo con BCD.
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Ya que estos derivados presentan por lo general menores caracteristicas
farmacologicas que el nifurtimox, seria interesante ver cdmo se modifica su potencia el
encontrarse formando complejos de inclusion con CDs. Una de las causas de su poca potencia
podria ser debida a su baja solubilidad acuosa, por lo que se esperaria que el complejo presentara

mejores caracteristicas que el compuesto libre en solucion.
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