UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

POR LA REALIZACIGN PLENA DEL HOMBRE |

BAJA CALIFORNIA

“Sintesis, Caracterizacion Estructural y Actividad
Antioxidante del Tiotungstato de
Alquiltrimetilamonio”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO INDUSTRIAL

PRESENTA:
JOSE FRANCISCO HORTA MARRON
DIRECTORES DE TESIS
DR. JUAN CRUZ REYES
DRA. LILIAN BEATRIZ ROMERO SANCHEZ

TIJUANA, BAJA CALIFORNIA JUNIO 2019



Universidad Auténoma de Baja California
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

FOLIO No. 034

Tijuana, B. C., a 11 de abril de 2019

C. Jose Francisco Horta Marron
Pasante de Quimico Industrial
Presente

El tema de trabajo y/o tesis para su examen profesional, en la
Opcién Tesis
Es propuesto, por el Dr. Juan Cruz Reyes y la Dra. Lilian Beatriz Romero Sanchez
quien sera el responsable de la calidad del trabajo que usted presente, referido al
tema “Sintesis, Caracterizacion Estructural y Actividad Antioxidante del
Tiotungstato de Alquiltrimetilamonio”, el cual debera usted desarrollar, de
acuerdo con el siguiente orden:

- RESUMEN

IL- INTROOUCCION

.. PARTE EXPERIMENTAL

V.« DISCUSION Y RESULTADOS
V.. CONCLUSIONES

V1. REFERENCIAS

Vi. ANEXOS

————

" -' /ﬁ

Dr~Juan Reyes U/ Dra Rocio ndra Cﬁavez Santoscoy

Dra Likan Beatriz Romero Sanchez Subdirectora
Directores de Tesis




AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quiero agradecer a mis directores de tesis el Dr. Juan Cruz Reyes
y la Dra. Lilian Beatriz Romero Sanchez (Laboratorio de Catalisis, UABC), por su
gran apoyo y constante contribuciéon en mi formacion profesional y mi crecimiento
personal, por su amistad y su confianza que fueron vitales para la realizacion y la

culminacién de este trabajo.

También, quiero agradecer al Dr. Ivan Cordova Guerrero y la Dra. Laura Diaz Rubio,
por ser valiosos colaboradores en la elaboracion de este trabajo, ademas de
brindarme su apoyo y la bienvenida al laboratorio de Quimica Medicinal y Productos
Naturales, (UABC).

Asimismo, mi mas profundo agradecimiento a mi alma mater la Universidad
Autonoma de Baja California, por brindarme apoyo a lo largo de 4 afios con
herramientas necesarias para mi aprendizaje. Quiero agradecer al Dr. Mario del
Valle por su peculiar forma de revelarnos la ciencia y a mis maestros que me han
acompafiado a lo largo de mi formacion académica profesional, por su invaluable

dedicacién a la ensefianza.

Gracias al Dr. Luis Enrique Palafox Maestre y al Dr. José Luis Gonzalez Vazquez
por el financiamiento para la proyeccion de este trabajo y las facilidades otorgadas

por la Direccién de la Facultad Ciencias Quimicas e Ingenieria.

De la manera mas atenta extiendo mi agradecimiento y mi reconocimiento al Centro

de Nanociencias y Nanotecnologia, UNAM, por el apoyo brindado.

Debo un reconocimiento especial a mis compafieros gue me acompafaron a lo largo
de mi carrera, a mi roomie Daniel, por su grata compafia y amistad durante poco
mas de 4 afos y a mis amigos dentro del laboratorio de Catalisis Heterogénea, Karla
y Radll, gracias por su compafiia en todo este proceso, por los chismes, por los

chistes y por sus consejos para la elaboracion de esta tesis.

De manera especial, quiero expresar mi sincera gratitud a Salma, que a lo largo de

este trabajo ha sido fuente vital de motivacion para mi persona. No hay palabras



que alcancen a describir mi gratitud hacia ti, tus consejos y tu singular compainiia fue
pieza clave para batir cada meta. Gracias por ser mi equipo en Brasil, mi alegria en

Argentina y mi todo en México. TU me vuelves de entre todos el mas feliz.

Por ultimo, pero no menos importante, quiero agradecer a mi familia y de manera
muy particular, a la persona a quien dedico esta tesis, a mi papé. El, a pesar de no
estar presente en cuerpo, siempre me ha acompafiado en el alma, para ti un abrazo

hasta el cielo. Lo logramos, Capi.



RESUMEN

Un &rea de investigacion emergente en el campo del estrés oxidativo es el uso de
farmacos inorganicos, que poseen propiedades redox y actian de manera efectiva

en la eliminacion de radicales libres.

Se encontr6 en la literatura que algunas tiosales de amonio, como el
tetratiomolibdato de amonio (TMA), tienen propiedades que lo vuelven un
compuesto anticanceroso, antiangiogénico, antioxidante, antiinflamatorio y ademas

ha sido probado como medicamento quelante de cobre.

Aunque la actividad biologica del TMA sugiere que especies inorganicas
relacionadas, tales como las sales de tiotungstato, pueden mostrar un
comportamiento anélogo, no se ha evaluado la actividad biolégica de las tiosales de

tiotungstato.

En este trabajo, se sintetiz6 tiotungstato de amonio (TTA), se caracterizd y se evaluo
su actividad antioxidante. Ademas, se incorporaron diferentes cadenas de alquilo

en la molécula TTA y se evaluo la influencia del carbono en la actividad biolégica.
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|. INTRODUCCION

El oxigeno es un elemento esencial para el desarrollo de la vida aerobia, pero
también posee efectos toxicos inherentes a su estructura. Los seres humanos
necesitan oxigeno (Oz) para la produccion de energia metabolica mediante
reacciones de oOxido-reduccién (redox) que generan moléculas inestables
denominadas radicales libres que pueden causar dafio a nivel celular. Para
contrarrestar esto, la célula cuenta con un complejo sistema antioxidante encargado
de mantener un equilibrio celular estable y un sistema redox regulado para la

supervivencia celular (Li, J. et al. 2013).

El desequilibrio entre la produccién de los radicales libres y la defensa antioxidante
provoca un dafio celular que pueden afectar uno o varios de los componentes
esenciales de la célula, oxidandolos y alterando sus funciones (llustracién 1). Esta
lesion oxidativa, conocida como estrés oxidativo, estd implicada en los mecanismos
patogénicos de muchas enfermedades cronicas que incluye patologias

cardiovasculares, tumorales y neurodegenerativas (Elejalde, J.I. 2001).

Célulanormal Radicales libres Célulacon
atacandoa la célula estrés oxidativo

| E ! &
v/ &N
\,/ /TZM 1] r,__x

Danos al DNA Debilita el sistema Enfermedad
inmune

llustracion 1.- Diagrama del proceso denominado estrés oxidativo. El exceso de radicales libres
ataca a la célula produciendo una lesion celular oxidativa que estda involucrada en la
etiopatogenia de algunas enfermedades de gran importancia en la poblacion como Ia
arteroesclerosis, el cancer, la hipertension arterial y la diabetes.



I.1. Radicales libres

Durante los procesos metabdlicos, el Oz se comporta como un aceptor terminal de
cuatro electrones y pasa por varias etapas hasta transformarse en agua, que es un
producto quimico estable. Sin embargo, en condiciones normales la reduccion de
electrones en el Oz es incompleta y se producen productos quimicos intermedios,
entre ellos los radicales libres derivados del oxigeno (ROS, por radical oxygen

species).

Un radical libre es todo compuesto quimico que presente un electron desapareado
en un orbital externo en su estructura atbmica y en consecuencia sea una molécula
inestable y altamente reactiva. Los radicales libres se originan en fuentes
metabdlicas enddgenas o por fuentes externas y causan la oxidacion y peroxidacion
de lipidos, la desnaturalizacion de proteinas y la despolimerizacion de polisacéaridos.
Ademas, alteran el acido desoxirribonucleico, (DNA, por deoxyribonucleic acid)
rompen las membranas celulares, inactivan enzimas, interfieren con la
inmunogenicidad, provocan carcinogénesis y estan implicados en proceso de

inflamacion e hipoxia de los tejidos.

I.2. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las ROS participan en diversas funciones en el organismo, asi como en procesos
celulares como la sefializacion para la generacién de hormonas, insulina, citosinas
entre otras (Bartozs, G. 2009). En concentraciones elevadas, estas moléculas
pueden generar dafios graves en el organismo induciendo el estrés oxidativo
causante de muerte celular y generador de diversas patologias (Halliwell, B. et al.
1999).

Las principales ROS en estado radical son el i6n superéxido (O2"), el radical
hidroxilo ("OH), los alcoxilo (RO"), el peroxilo (ROQO") y el éxido de nitrégeno (NO).
De las ROS mas importantes para la fisiologia humana se encuentra el radical
hidroxilo y el superéxido por su alta capacidad oxidante (Vaquero-Raya, E.C. et al.
2005).



El mecanismo principal de formacioén del radical “OH se observa en la llustracion 2
y se conoce como reaccion Fenton, la cual consiste en la reduccion de H202 en
presencia de un metal de transicion. O bien, puede generarse mediante un
mecanismo denominado reaccién de Haber-Weiss y en este, el O2" reacciona con

el H202 para generar los radicales "OH (Macedo, A. 2012).

REACCION DE
H, ) CAmAsA _FEVTON *x)H
o= HZTO — Ci
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t DARO OXIDATIVO

2H*
ATPasa

2H

ATP

MITOCONDRIA

llustracion 2.- Esquema de produccion del radical hidroxilo
durante la reduccién de oxigeno molecular.

Las mitocondrias son la fuente principal de produccion de las ROS entre las que se
incluyen el radical "OH. Durante la fosforilacion oxidativa, existe un flujo de
electrones (e°) a través de los complejos de la cadena respiratoria en la membrana
mitocondrial interna, donde el oxigeno molecular es el Gltimo aceptor de electrones,
dando como resultado la produccién de agua y la obtencion de energia con la
formacion de ATP. Durante su viaje a través de la cadena respiratoria, algunos
electrones pueden escapar de los diversos complejos que forman la cadena y
reducir el oxigeno molecular dando lugar a la formacién del ion O2"-, que mediante
la accion de la enzima superéxido dismutasa (SOD), da origen al perdxido de
hidrégeno (H2032). ElI H202 es inactivado por el sistema de defensa celular, sin
embargo, en presencia de hierro o cobre se potencia la reaccion de Fenton para
formar el radical "OH, responsable de la mayoria de los dafios celulares causados
por las ROS.



[.3. Terapia antioxidante

En condiciones de normoxia, la acumulacion de ROS vy otros radicales libres se
neutraliza gracias a los mecanismos de defensa naturales, evitando asi el estrés
oxidativo. Sin embargo, estamos expuestos a factores como la contaminacién
atmosférica, comidas cocidas en exceso, el sedentarismo, el tabaquismo, los rayos
UV y farmacos, que favorecen la generacion de radicales libres creando una
alteraciéon del balance redox a favor de la sobreproduccion de ROS que
desencadenan una serie de reacciones quimicas que pueden conducir a la aparicién

de graves desérdenes fisioldgicos.

Entre los medios para combatir el estrés oxidativo cabe mencionar la nutricion
clinica (antioxidantes naturales), la administracién de antioxidantes sintéticos y de
suplementos nutricionales. Los antioxidantes son moléculas capaces de impedir o
retardar la oxidacion de otras moléculas inhibiendo la formacion y propagacion de
las reacciones en cadena de los radicales libres (Cardoso, C.L. et al. 2005). Los
antioxidantes impiden que otras moléculas se unan a las ROS al poseer una afinidad
mayor que cualquier otra molécula para interaccionar y estabilizar a un radical libre

donandole un electrén o bien, un atomo de hidrégeno (llustracién 3).

ANTIOXIDANTE RADICAL LIBRE
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llustracion 3.- Esquema del mecanismo de los antioxidantes
para estabilizar a un radical libre.



Los antioxidantes pueden ser clasificados por su forma de actuar quimicamente en

dos grupos:

e Antioxidante primario: establecen una reaccion directa con los radicales
libres mediante la cual se genera como producto una especie menos reactiva

previniendo de esta manera la oxidacion.

e Antioxidantes secundarios: retrasan la oxidacion a través de reacciones
indirectas como quelacion de metales, la reparacion de antioxidantes
primarios mediante la donacion de &tomos de H o electrones,

descomposicion de H202 en especies no radicalarias o absorcion de luz UV.

Actualmente, la terapia mas aceptada son los antioxidantes naturales provenientes
de la dieta, especialmente frutas y vegetales. Ejemplo de estos son las vitaminas,
los flavonoides, las catequinas, la quercetina, los licopenos, entre otros. Dentro de
los antioxidantes es importante destacar a ciertos oligoelementos cuya
incorporacion al organismo es necesaria por constituir parte del ndcleo activo de las
enzimas antioxidantes. Estos oligoelementos son: cobre, zinc, selenio, magnesio y
hierro (Mayor-Oxilia, R. 2010).

I.4. Evaluacion de la actividad antioxidante

Desde que se reconoce la implicacion de los antioxidantes en la salud general del
organismo, ha aumentado el interés por el desarrollo de nuevas moléculas con
actividad antioxidante. En este sentido, se han desarrollado experimentalmente
diversos métodos analiticos in vitro que determinan de manera indirecta la actividad
antioxidante de una molécula. Estos métodos cuantifican la actividad antioxidante
mediante la valoracion de la formacion de productos intermediarios o finales que se
dan por la reaccion entre la especie oxidante, es decir, los radicales libres, y la
especie antioxidante. Por lo tanto, es indispensable utilizar mas de un método para

evaluar este parametro.



Estos métodos se destacan por ser rapidos, reproducibles y requerir minimas

cantidades de muestra y reactivo. Se pueden dividir en dos categorias (Tabla 1):

por transferencia de electrones y por transferencia de atomos de hidrogeno (Huang,
D. et al. 2005; Ndhlala, A. et al. 2010).

Tabla 1.- Clasificacion de los métodos de ensayo in vitro para determinar la actividad
antioxidante segtin su mecanismo de reaccion.

Categoria

Ensayo

Ensayos basados
en la transferencia

de electrones

Acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS).

Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP)

N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)

Capacidad de reduccién antioxidante del cubre (CUPRAC)

Ensayos basados
en la transferencia
de atomos de
hidrégeno

Capacidad de absorcién del radical oxigeno (ORAC)

Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP)

Inhibicién de la oxidacion del acido linoleico

Inhibicién de la oxidacion de lipidos de baja densidad
(LDL)

2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Los métodos basados en la transferencia de electrones ejercen una reaccion redox

gue involucra dos componentes, la especie oxidante y la antioxidante. En esta

reaccion, seguida espectrofotométricamente, el oxidante es el indicador del punto

final de la reaccion. El cambio de color del oxidante se interpreta como la remocion

del electrén del antioxidante lo cual indica un cambio proporcional a la concentraciéon

de antioxidantes en la reaccion. Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH

debido a que presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones. Por otra

parte, en los ensayos basados en la transferencia de un atomo de hidrogeno se

establece una reaccién cinética competitiva misma que, por lo general, se compone

de una molécula oxidable, un antioxidante y una especie que genera un radical libre.
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Generalmente estos métodos son mas relevantes en estudios donde se pretende
evaluar la capacidad del antioxidante para romper la cadena de formacion de
radicales (Ndhlala, A. et al. 2010).

[.4.1. Ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

La capacidad de la molécula radical DPPH para aceptar un atomo de hidrégeno fue
medida por primera vez por el investigador Marsden S. Blois en 1958 (Blois, M.S.
1958). Esta molécula es un radical libre que permanece estable debido a la
deslocalizaciébn de un electron que permanece desapareado sobre la molécula
completa. Esta deslocalizacion es la razén del intenso color violeta de la molécula
la cual, disuelta en metanol, muestra una longitud de onda de 517 nm. El
fundamento del método (llustracién 4), consiste en la reaccién de la solucion de
DPPH con la especie antioxidante, la cual dona un atomo de hidrogeno que, de
manera gradual, ocasionara el desvanecimiento del color violeta, mismo que se

monitorea espectrofotométricamente.

+ AH 2 + A
NO, N,
1,1-difenil-2-picrilhidr azilo (radical libre) 1_.1—l::Iifenil—E—picriIhidraziln:u "'ID radical}
Morado Am arillo

llustracion 4.- Estructura de la especie radical DPPH antes y después
de la reaccion con la especie antioxidante (Alam, Md.N. et al. 2012).

Los resultados de esta técnica pueden expresarse de distintas formas, aunque la
manera clasica de hacerlo es presentandolos como el valor de la concentracion
maxima de la media inhibitoria conocida también como ICso. Este valor refleja la
cantidad necesaria de antioxidante para disminuir la concentracién inicial de DPPH

al 50%, ademas de representar la potencia de una sustancia en la inhibicién de una



funcién biologica o bioquimica. El valor ICso se calcula graficando el porcentaje de

inhibicion, es decir, la actividad antioxidante, contra la concentracion de la muestra.

1.4.2. Ensayo acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS)

La primera vez que se llevd a cabo este ensayo fue enfocado en la activacion de la
metilmioglobina con H202 en presencia del ABTS para generar un radical cation.
Este ensayo fue criticado debido a la contribucién en la reduccion del radical
ferrilmioglobina dada por la reaccion de los antioxidantes, por lo que se desarrolld
un nuevo ensayo que consiste en una técnica de decoloracion, donde se genera
una molécula radical ABTS mas estable antes de reaccionar con la especie

antioxidante como se muestra en la llustracion 5 (Re, R. et al. 1999).

En este nuevo ensayo, los valores son medidos espectrofotométricamente ya que
el radical cation ABTS™ genera una tonalidad verde-azul al reaccionar con
persulfato de potasio K2S20s que disminuye en intensidad a medida que se reduce
por la especie antioxidante. Por esto, el grado de decoloracion se puede expresar
como el porcentaje de la actividad antioxidante, el cual se determina en funcion de

la concentracion y el tiempo.

S0, + Antioxidantes
—————
-—
CE%»«
':2

Hs

ABTS (732nm)
Azul

'S RO
Ufj

S

ABTS” (732 nm)
Incoloro

llustracion 5.- Estructura de la molécula ABTS antes y después de reaccionar con la
especie antioxidante (Zuleta, A. et al. 2009).



IIl. ANTECEDENTES

En el pasado, las aplicaciones farmacologicas de moléculas con metales se
encontraban reducidas al campo de los trastornos y patologias mentales hasta que,
en los afios 60, Barnett Rosenberg (Rosenberg, B. et al. 1965) encontro la eficiencia
biolégica del cis-platino y sus analogos en la terapia anticancerigena. A raiz del éxito
de estos compuestos, la quimica bioinorganica se ha centrado en el desarrollo de
nuevos metales-farmacos con capacidad terapéutica. Mas recientemente, se ha
encontrado que metales como el vanadio, el cobre, el molibdeno, la plata y el oro
(Aguilar, O. et al. 2012) tienen capacidad terapéutica para el tratamiento de

enfermedades neurodegenerativas y como sustitutos de la insulina, entre otros.

Es importante considerar que la mayoria de los farmacos comerciales estan
basados en la quimica del carbono y que el desarrollo de moléculas-farmacos que
contienen iones metalicos avanza muy lentamente. En parte, porque ha prevalecido
mas el estudio de sus propiedades fisicoquimicas que el de sus efectos biolégicos
y, por otro lado, porque existe cierto rechazo a los compuestos que incorporan
metales en sus estructuras por su toxicidad. Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue muchos metales son esenciales para el organismo, por lo que, se entiende que

la toxicidad no se haya en el metal sino en la dosis.

I1.1. Tiometalatos de amonio

Los sulfuros de metales de transicion han sido ampliamente utilizados como
catalizadores en la industria del petréleo en procesos que contribuyen en la
remocién de contaminantes como el azufre o el nitrégeno (Weisser, O. & Landa, S.
1973, Topsoe, H. et al. 1996). Entre ellos, los sulfuros de molibdeno (MoS2) y
tungsteno (WS2) son particularmente activos para la produccion de combustibles
con bajo contenido de azufre mediante un proceso denominado hidrodesulfuracion
(HDS, por hydrodesulfurization). Estos catalizadores se pueden obtener por
diferentes rutas de sintesis que incluyen el método ceramico (Al-Hilli, A.A. et al.

1972), el método de comaceracion (Hagenbach, G., et al. 1973), la precipitacion



homogénea de sulfuros (Candia, R. et al. 1981), y la descomposicion de tiosales
(Fuentes, S. et al. 1988), como seria el caso de la descomposicion del tiometalatos
(Mo/W) de amonio.

En el desarrollo de nuevos catalizadores se ha encontrado que el soporte catalitico
no forma parte de la fase activa, por lo que, los catalizadores no soportados han
sido motivo de interés a fin de determinar la influencia de la fase activa en distintos
parametros fisicoquimicos y cinéticos. En este sentido, el método de la
descomposicion de tiosales es uno de los mas ampliamente usados para preparar
sélidos sulfurados no soportados.

Por otro lado, en los afios 80 se encontré evidencia de que cierta cantidad de
carbono influye en las propiedades fisicoquimicas y en la actividad catalitica de
sulfuros no soportados, los cuales son sintetizados a partir de la descomposicién
térmica de tiosales que contienen carbono (Pecoraro, T.A. & Chianelli, R.R. 1981).
Mas recientemente, Alonso, G. et al. (Alonso, G. et al. 1998, Alonso, G. et al. 2001)
desarrollaron una nueva metodologia para la sintesis de precursores denominados
tiometalatos de tetraalquilmonio (R4N)2MS4 (M=Mo/W; R=cadena alquilica), cuya
descomposicion in situ genera catalizadores en el sistema MoS2-xCx 0 del tipo WSo.
xCx. Los resultados sugieren que la cadena alquilica mejora el area especificay la

selectividad de estos catalizadores (Alonso, G. et al. 2004).

[1.2. Actividad biolégica de los Tiometalatos (Mo/W) de amonio.

El tetratiomolibdato de amonio (TMA) ha sido ampliamente utilizado en la clinica en
el tratamiento de la enfermedad de Wilson, la cual consiste en la acumulacion de
cobre en el cerebro, higado, entre otros 6rganos (Brewer, G.J. et al. 1991, Brewer,
G.J. 2003). Aunqgue el cobre tiene un papel fundamental en el organismo para
mantener el desarrollo de nervios, huesos, coldgeno o melanina, la acumulacién de

este oligoelemento podria ser un riesgo potencial para la vida (Danks, D.M. 1988).

Segun las investigaciones, el TMA es un excelente quelador del cobre (llustracion

6) cuyo mecanismo consiste en reducir al cobre presente en la sangre y formar
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complejos con él, generando una especie no toxica (George, G.N. et al. 2003).
Debido a esto, el TMA ha sido probado en la terapia anti-cobre para la enfermedad
de Wilson, encontrando que es efectivo para disminuir la biodisponibilidad de cobre
en el organismo y que, ademas tiene baja toxicidad y presenta menos efectos
secundarios en comparacion con las terapias tradicionales (Brewer, G.J. et al.
2006). Enlos ultimos 35 afios, el TMA se ha utilizado como un farmaco experimental
estrechamente monitorizado, y actualmente se encuentra en ensayos clinicos

multinacionales de fase 2 y fase 3 (Aggarwal, A. et al. 2018).

llustracion 6.- EI TMA tiende a formar especies con el cobre por dos de
sus ligandos de azufre (llustracion tomada de George, G.N. et al. 2003).

Los estudios en modelos in vitro e in vivo mas recientes indican que el TMA tiene
propiedades antiangiogénicas, antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas y
antifibréticas (Brewer, G.J. 2000). Por sus excelentes propiedades terapéuticas, los
investigadores se han centrado en estudiar esta tiosal de molibdeno en el
tratamiento contra el cancer, encontrando que el TMA es efectivo en la terapia
antitumoral (Redman, B.G. et al. 2003, Kim, K.K. et al. 2012, Sahota, S. et al. 2017).

Con respecto a la actividad biologica del tiotungstato de amonio (TTA), se
encuentran pocos estudios que evallen su capacidad terapéutica. El equipo de
investigacién del Dr. G.J. Brewer utilizaron modelos in vivo de ratones obteniendo
resultados que sugieren que el TTA es efectivo para la quelacion del cobre

(anticobre), terapia antitumoral (antiangiogénico) y proteccion contra el dafio
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cardiaco (antiinflamatorio). Los autores encontraron que el TTA es igual de efectivo
en comparacion con el TMA, pero requiere una dosis mayor, lo cual puede sugerir

mayor inestabilidad en sistemas biologicos (Hou, G. et al. 2007).
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[1.3. Hipotesis

Debido a la analogia que existe entre el molibdeno y el tungsteno se sugiere que el
TTA tendra propiedades terapéuticas similares a las que exhibe del TMA. En este
sentido, se propone la sintesis de diferentes tiotungstatos modificados con una

cadena alquilica como materiales con actividad bioldgica.
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[1.4. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es evaluar la actividad antioxidante del TTAy los
TTA modificados con una cadena alquilica mediante los ensayos in vitro DPPH y
ABTS para evaluar la influencia de la cadena alquilica en aspectos de la actividad

bioldgica.

[1.4.1. Objetivos especificos
» Sintetizar el TTA como material de referencia
» Sintetizar los TTA modificados con una cadena alquilica de diferente longitud:
R-(CHs3)3N)2WS4 R= Octil, Dodecil, Hexadecil
» Caracterizar los materiales.

+ Determinar la actividad antioxidante de los materiales mediante las técnicas
in vitro DPPH y ABTS.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

I1l.1. Reactivos

En la Tabla 2 se enlista los reactivos empleados durante la sintesis del precursor
TTA ((NH4)2 WSa4) y de las tiosales que han sido objeto de estudio en este trabajo

de tesis.

Tabla 2.- Descripcion de los reactivos utilizados para la sintesis de los materiales de estudio.

Peso Molecular
Compuesto Formula molecular (g/mol) Pureza
Metatungstato de |  (NH4)sH2W12040xH20 2956.3 99%
amonio hidratado
Hidroxido de NH+OH 35.05 28-30%
Amonio
Sulfuro de H.S 34.08 >99%
hidrogeno
Cloruro de cetil | CH3(CH2)1sN(CI)(CHs)s 319.5 99%
trimetil amonio
Bromuro de
dodecil trimetil CH3(CH2)11N(Br)(CHs)s 308 99%
amonio
Bromuro de Octil | cHz(CH2)7N(Br)(CHs)s 252 99%
trimetil amonio

[11.2. Sintesis del precursor tiotungstato de amonio (TTA)

El TTA se obtuvo en el laboratorio siguiendo el método reportado por (Ramanathan,
K. & Weller, S.W. 1985; Alonso, G. et al. 2004). La sintesis se realiz6 en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL donde se disolvi6 15 g de metatungstato de amonio
hidratado ((NH4)sH2W12040xH20) en 75 mL de agua destilada y 52.5 mL de hidréxido
de amonio (NH4OH). La mezcla resultante se sometié a burbujeo con H2S durante
6 horas a una temperatura de 60 °C (333 K) y con agitacion constante (llustracion
7.A).

Al finalizar la reaccion, la solucion se dejo reposar en bafio de hielo durante 12 horas

con el objetivo de favorecer la cristalizacién del producto (llustracion 7.B). Por
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altimo, el producto fue filtrado a vacio intercalando lavados de agua destilada y

alcohol isopropilico por triplicado.

Se obtuvieron cristales color naranja (llustracion 7.C) que se secaron en la estufa a
30 °C durante 2 horas para eliminar humedad y finalmente fueron guardados en

atmosfera de N2 para prevenir la oxidacion del material.

llustracion 7.- (A) Sistema base para la sintesis del TTA. (B) Baiio de hielo para inducir la
cristalizacion. (C) Cristales caracteristicos del TTA.

La siguiente ecuacion corresponde a la reaccidon generada en la sintesis:

(NH1)6H2W12040xH20 + 18NH4OH + 24H,S — 6(NH4):WS4 +6(NH4),WO,4 + 35H,O0 Ec. 1
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[11.3. Sintesis de los tiotungstatos de alquiltrimetilamonio

A continuacién, se describe el método de preparacion de los tiotungstatos de
alquiltrimetilamonio. La sintesis se lleva a cabo en medio acuoso y corresponde a
la descrita por Alonso, G. et al. (Alonso, G. et al. 2001), donde el TTA reacciona con
las sales de amonio en una sustitucion rapida de un paso que involucra un
intercambio de los iones (NH4*) del TTA con la cadena alquilica (CH3(CHz2)nN(CH3)3)
entregada por las sales de amonio. Se sintetizaron tres TTA modificados con una
cadena alquilica de diferente longitud. La nomenclatura utilizada se observa en el
Tabla 3.

Tabla 3.- TTA modificados con una cadena alquilica.

Peso
Nombre Nomenclatura Formula Molecular Molecular
(g/mol)
Tiotungstato de TOCtITTA [CH3(CH2)7N(CHs3)3]WSa4 656
Octiltrimetilamonio
Tiotungstato de TDodecilTTA | [CH3(CH2)11N(CH3)3s]WS4 | 768
Dodeciltrimetilamonio
Tiotungstato de | THexadecilTTA | [CH3(CH2)1sN(CH3)s]wSa | 880
Hexadeciltrimetilamonio

A continuacion se presenta la ecuacién que describe la reaccion entre el TTAy la

sal de amonio:

(NH2)2WS4 + 2[CH3(CHa2)aN(CHz)3]X — [CH3(CH2)nN(CHs3)3]2 WS, + 2NH4X Ec. 2
Doénde: n—7,11, 15.
X — Bro Cl.
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[11.3.1. Sintesis del tiotungstato de octiltrimetilamonio (TOctilTTA)

Se disolvieron 2 g (5.74 mmol) del precursor TTA en 25 mL de agua destilada en
agitacion constante; se afiadio el doble de cantidad mili molar de la sal bromuro de
octiltrimetilamonio, previamente disuelta en 25 mL de agua destilada. La mezcla se
sometid a 3 horas de agitacion y posteriormente a 12 horas de reposo a temperatura

ambiente para favorecer el proceso de cristalizacion (Tabla 4).

[11.3.2. Sintesis de los tiotungstatos de dodeciltrimetilamonio (TDodecilTTA) y

hexadeciltrimetilamonio (THexadecilTTA)

En la sintesis de los tiometalatos restantes, se sigue el mismo procedimiento
descrito anteriormente manteniendo la misma relacion milimolar de las sales de
amonio con respecto al TTA. Sin embargo, el procedimiento tiene algunas
variaciones que se indican a continuacion. La sal bromuro de dodeciltrimetilamonio
se disuelve ahora en 35 mL para sintetizar TDodecilTTA, y para la sintesis de
THexadecilTTA, se omite el paso de la disolucion previa debido a que el cloruro de
hexadeciltrimetilamonio se encuentra en estado liquido. En la Tabla 4 se enlistan

los reactivos y las cantidades empleadas para las sintesis anteriores.

Tabla 4.- Reactivos y cantidades utilizadas para las sintesis de los tiotungstatos de

alquiltrimetilamonio.
Masa Vol. Masa Vol.
Muestra TTA H202 Sal de amonio @ mmoles H20:2
(@) (mL) (mL)
TOCHITTA 2 25 Bromuro de 28029 | 11.48 25
octiltrimetilamonio
TDodecilTTA | 2 25 Bromurode 4 oaeg| 19 48 35
dodeciltrimetilamonio
THexadecilTTA| 2 25 Clorurode |4 serg| 11.48 0
hexadeciltrimetilamonio
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[1l.4. Recuperacion de los tiotungstatos de alquiltrimetilamonio sintetizados

La solucion con el precipitado se dividid en volumenes equivalentes en tubos de
ensayo de vidrio y posteriormente se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min.
Finalizada la sedimentacion, se extrajo la fase liquida con ayuda de una pipeta
Pasteur y el precipitado contenido en los tubos de ensayo fue secado en un horno
a 30 °C, ya que por encima de esta temperatura el material sufre efectos de
descomposicion. La emulsion generada se disperso en una superficie plana y fue
secada con pistola de aire para su posterior almacenamiento en atmédsfera inerte.
(llustracion 8). Finalmente, los materiales se almacenaron a 15 °C en el refrigerador

para favorecer su conservacion.

llustracion 8.- Esquema sobre el proceso de recuperacion de los tiotungstatos de
alquiltrimetilamonio.
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I11.5. Caracterizacion

A continuacién, se describen las técnicas utilizadas para caracterizar los materiales
sintetizados durante este proyecto de tesis. También se indica el pre-tratamiento de

la muestra a caracterizar.

[11.5.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Las tiosales sintetizadas se analizaron con un espectrémetro de infrarrojo Perkin-
Elmer con modo de transmision de transformada de Fourier (FTIR). EI método de
obtencion del espectro infrarrojo implica un pretratamiento a la muestra donde se
mezcla aproximadamente 1 mg de la muestra a analizar con 100 mg de bromuro de
potasio (KBr) grado espectro anhidro. Posteriormente se trituré en un mortero, y con
ayuda de una matriz (llustracién 9.A), se comprimié en una prensa hidraulica a una

presion de 3000 psi hasta formar una pastilla trasltcida y uniforme (llustracién 9.B).

llustracion 9.- (A) Equipo para pretratamiento a la muestra
para andlisis FTIR. (B) Pastilla traslucida lista para medicion.

Una vez obtenida la pastilla se dejé secar en el horno por un minimo de 6 horas a
35 'C y posteriormente la pastilla se coloco en el porta muestras del espectrometro

y se analiz6 a 100 ciclos con intervalos espectrales de 4000 a 370 cm™,
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[11.5.2. Espectroscopia UV-vis

El TTA y los TTA de alquiltrimetilamonio se analizaron en un espectrofotometro
Hach DR600 (llustracion 10). Se prepararon muestras de cada especie disuelta en
metanol a fin de obtener una concentracién 0.1 M. Las muestras se analizaron

utilizando una cubeta de vidrio en un intervalo de onda de 200 a 500 nm.

llustracion 10.- Espectrometro DR600.

I11.6. Determinacién de la Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de los biomateriales sintetizados se determiné mediante
dos ensayos in vitro que incluye el radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) y
el radical 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS).
Considerando que ambas moléculas son sensibles a la luz, toda la manipulacion,
pesaje, transporte, ensayo, etc. se realizd en ausencia de luz para conservar la
estabilidad de los radicales. Ambos ensayos monitorean la reduccion del radical en
cuestiébn mediante espectroscopia de UV-Vis a una longitud de onda caracteristica,

segun se describe a continuacion:
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[11.6.1. Ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Este ensayo fue propuesto y desarrollado por Marsden S. Blois en 1958 (Blois, M.S.
1958). La técnica consiste en hacer reaccionar el radical libore DPPH con el
biomaterial que presenta la caracteristica antioxidante. A medida que el electron
disponible del DPPH se aparea, el color violeta caracteristico del radical desaparece
de manera simultanea junto con la absorcion (llustracion 11), determinada a una

longitud de onda de 517 nm en un medio de metanol.

NO, NO,
- :
O:N N—N + AH ——= O:N N—N + A
NO,

NO,

llustracién 11.- Mecanismo de reaccion de la molécula DPPH
al reaccionar con el compuesto antioxidante.

e Preparacion de la molécula DPPH

Se pes6 aproximadamente 1.5 mg de la molécula DPPH, se disolvid en metanol y
se llevd a aforo en matraz volumétrico de 50 mL. La solucion presentd una
coloracion violeta intenso, la cual, finalmente se analiz6 por espectrofotometria UV-

Vis a 517 nm obteniendo una absorbanciade 1 + 0.1.

e Preparacion de las muestras

Los materiales se evallan en solucion usando metanol como disolvente a distintas
concentraciones. Las tiosales se evaluaron a las pocas horas de sintetizarlas
(frescas) a fin de evitar la influencia de la degradacion del material en el estudio de
DPPH.
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Se prepard una solucién patrén 0.05 mg/mL debido a las diferencias presentadas
en la actividad antioxidante, en la Tabla 5 se muestran los intervalos de
concentracion donde se encontré un perfil lineal durante la reaccion entre la tiosal y
el DPPH.

Tabla 5.- Concentraciones donde se encontré un perfil lineal en la reaccion con el DPPH.

. : Sin.
S(rlgg;l'n':'l_A) Slnir;]l'goltr:r']uIL';'TA Sin. '(I'nl?é)/c:sf;lTTA THexadeci TTA
(mg/mL)
0.00125 0.00063 0.00125 0.0025
0.0025 0.00125 0.0025 0.005
0.005 0.0025 0.005 0.01
0.01 0.005 0.007 0.015
0.02 0.01 0.009 0.02
0.03 0.02 - 0.025
0.04 0.03 - -
0.05 - - -

e Ensayo de Actividad Antioxidante

El ensayo se realiz6 tres veces tomando muestras por triplicado para cada
concentracion mencionada anteriormente en la Tabla 5. Todas las series estuvieron
constituidas por 1 mL de muestra 'y 1 mL de la solucién preparada de DPPH en
tubos de ensayo de plastico; como blanco se sustituyé la cantidad de muestra por
1 mL de metanol. Los tubos se mantuvieron tapados y a temperatura ambiente para

evitar la evaporacion de la solucién, procurando completa oscuridad durante 30 min.

Por ultimo, se analizé la absorbancia por espectrofotometria UV-visible de cada

muestra partiendo de la mas diluida a la mas concentrada.

Al aumentar la concentracion de la muestra se presenta una disminucion de la
absorbancia que implica un cambio de coloracién de la solucion de violeta a amarillo

el cual puede interpretarse como la reduccién del radical libre.
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[11.6.2. Ensayo acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS)

Este ensayo fue desarrollado por Re, R. et al. 1999 (Re, R. et al. 1999) y desde
entonces ha sido ampliamente utilizado por su sencillez y practicidad para evaluar
actividad antioxidante. EI método tiene como fundamento hacer reaccionar la
molécula ABTS con un agente oxidante como el persulfato de potasio a fin de formar
el radical libre ABTS™ el cual hace reaccién con el biomaterial que presenta la
caracteristica antioxidante a una longitud de onda de 754 nm en un medio de
metanol (ilustracion 12). A medida que el electrén disponible del ABTS™ se aparea,
el color verde-azulado caracteristico del radical desaparece de manera simultanea

junto con la absorcion.

sor
__< D/ s 50,
-05
>_ + Antioxidants ~0s5 s l.\l--=< :©/
L . K
Csz - >= N N

“K,SOs

llustracion 12.- Mecanismo de reaccion de la molécula ABTS al
reaccionar con el compuesto antioxidante.

e Preparacion de la molécula ABTS

Para la formacion inicial del radical de la molécula ABTS se pesaron
aproximadamente 19.4 mg de ABTS, a los que se agregaron 3.3 mg de persulfato
de potasio como agente oxidante. Una vez mezclados, se disolvieron en 5 mL de

agua destilada generando al instante una solucion verde-azulada.

La reaccién de oxidacién del persulfato de potasio se llevd a cabo en ausencia de
luz y a temperatura ambiente por 16 horas. Transcurrido este tiempo, la solucion se

considera viable durante un periodo maximo de 48 horas.
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e Preparacion de las muestras

Debido a las diferencias presentadas en la actividad antioxidante, se prepararon
soluciones a diversas concentraciones de las distintas tiosales a partir de una
solucion patron de concentracion 0.5 mg/mL. La Tabla 6 presenta los intervalos de
concentracion donde se encontrd un perfil lineal durante la reaccion de la tiosal y el
ABTS. Se utilizé agua destilada como disolvente para el TTA y una mezcla en partes
iguales de agua destilada y metanol para el TOCLtITTA y totalmente metanol para

los tiotungstatos de alquiltrimetilamonio restantes.

Tabla 6.- Concentraciones donde se encontroé un perfil lineal en la reaccion con el ABTS.

. : In.
Sin. TTA SIn. TOCtITTA Sin. TDodecilTTA THeandeciITTA
mg/mL mg/mL mg/mL
mg/mL

0.001 0.008 0.01 0.01
0.005 0.01 0.05 0.05
0.01 0.05 0.1 0.1
0.02 0.1 0.2 0.2
0.05 0.15 0.3 0.3
0.08 0.2 - 0.4
0.1 - - -

e Ensayo de Actividad Antioxidante

Se diluyeron 150 pL de solucion inicial de ABTS en 15 mL de metanol y
posteriormente se midio la absorbancia de la mezcla por espectroscopia UV-visible

a 754 nm y se obtuvo una absorbancia de 0.7 + 0.1.

Considerando como blanco la solucion pura de ABTS, se realizo tres veces el
ensayo tomando muestras por triplicado para cada concentracion mencionada
anteriormente en la tabla 6. Cada medicion estuvo compuesta por 20 uL de muestra
y 980 uL de la solucion preparada de ABTS en viales de vidrio para cromatografia.

Una vez agregados los 980 pL, los viales se taparon y conservaron a temperatura

ambiente y oscuridad durante 7 min. Por ultimo, se analizo la absorbancia por
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espectrofotometria UV-visible de cada muestra partiendo de la méas diluida a la mas

concentrada.

Se encontraron variaciones minimas con respecto al blanco en la absorbancia de
las muestras mas diluidas. Al aumentar la concentracion de la muestra se presenta
un aumento en dicha variacion de absorbancia que puede traducirse como la
reduccion del radical ABTS** la cual implica una pérdida de coloracion en la

solucién.

[11.6.3. Expresion de los resultados para la actividad antioxidante

[11.6.3.1. Ensayo DPPH
%Act. Antiox = [1 _ (%)] % 100 Ec. 3

Donde:
Al= Absorbancia de la muestra

A2= Absorbancia del blanco de muestra

[11.6.3.2 Ensayo ABTS

%Act. Antiox = [ (AZ““)] x 100 Ec. 4

A2
Donde:
Al= Absorbancia de la muestra

A2= Absorbancia del blanco de muestra
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[11.6.3.3. Expresion de la ICso

La ICso expresa la concentracion media de tiosal en que se obtiene un 50% de
inhibicién del radical libre DPPH o ABTS. Esta concentracion se calcula a partir de
la ecuacion de la recta obtenida al graficar % Act. Antiox. vs concentracion de la

muestra.

I11.7. Andlisis Estadistico

Los resultados de la actividad antioxidante se evaluaron mediante un analisis
estadistico para encontrar las diferencias significativas entre las medias de tres
ensayos independientes. Las pruebas se realizaron utilizando el programa IBM
SPSS Statistic con un intervalo de confianza del 99%. Para las pruebas de
normalidad se considerd la prueba Shapiro-Wilk por tener un nimero de muestras
menores a 30, mientras que la comparacion de las medias se realizé6 mediante la

prueba t-Student para dos muestras independientes.

111.7.1. Prueba t-Student

La prueba t-student se basa en las distribuciones t las cuales son una familia de
distribucion simétrica de los datos conocida como distribucion normal. La manera
en que se genera esta distribucion cambia conforme el disefio de la muestra. Se
utiliza para comparar diferencias entre promedios o medias de dos grupos
independientes 0, en su defecto, comparar promedios de dos observaciones

realizadas a un mismo sujeto.
Esta prueba contrasta hipotesis sobre valores de diferentes medias:
Ho = La hipdtesis nula representa que las medias de dos muestras son iguales.

Hi = La hipoétesis alternativa representa que las medias de las muestras son

significativamente distintas.
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e Prueba t-Student para dos muestras independientes

La prueba se realizo para contrastar la hipétesis nula de no existencia de diferencias
significativas entre las medias de dos variables que tienen como comportamiento
una distribucién normal y niumero de medidas en los mismos sujetos, o bien, la
hipotesis alternativa de no existencia de diferencias significativas entre la media de
una misma variable medida en situaciones diferentes en los mismos sujetos.
Cuando la probabilidad (p—valor) fue mayor que a (> 0.05), se acepta la hipotesis
nula, en caso contrario se acepta la hipotesis alternativa de diferencias significativas

entre las medias de ambas variables, al nivel de significacion a.

La significancia estadistica es expresada en este trabajo mediante asteriscos donde
un asterisco (*) expresa P<0.05, doble asterisco (**) para P<0.01 y triple asterisco
(***) para P<0.001.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se sintetizaron los materiales utilizando el método que se describe en el apartado
1.2 y Ill.3 y se determind el rendimiento de la reaccion, el cual se muestra en la
Tabla 7. Se obtuvieron particulas finas de color amarillo intenso como se observa

en la llustracion 8.

Durante el trabajo de tesis se observd que la incorporacion de la cadena alquilica
cambia la solubilidad de los tiotungstatos, mientras el TTA es soluble en agua, los
TTA modificados con carbono son insolubles en agua y solubles en metanol.
También se encontrd que los TTA con cadena alquilica son inestables frente al calor
y a la humedad, y que, bajo estas condiciones los materiales se degradan
rapidamente cambiando de color y formando agregados humedos. Este efecto se
ve mas acentuado en funcion de la longitud de la cadena alquilica, siendo el

THexadecilTTA el material mas inestable y menos soluble.

Tabla 7.- Rendimiento de las reacciones.

Peso . Masa
Rendimiento .
Compuesto Estructura molecular obtenida
(%)
(9/mol) (9)
TTA (NH4)2 WS4 348 86.26 9.0068
TOCtITTA [CH3(CH2)7N(CH3)3]WSa4 656 71.77 1.3560
TDodecilTTA | [CH3(CH2)11N(CH3s)3]WS4 768 68.29 1.5073
THexadecilTTA | [CH3(CHz2)1sN(CH3)3]WS4 880 78.26 1.9765

IV.1. Caracterizaciéon del TTA y los TTA modificados sintetizados
IV.1.1. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de transmision FT-IR de los materiales estudiados se muestran en la
llustracion 13, donde se puede observar que todos los materiales sintetizados
presentan un pico muy intenso de absorcion a un nimero de onda aproximado a
460 cm’?, atribuido a la vibracion del estiramiento del enlace W-S (Alonso, G. et al.

1998). Ademas, en el espectro correspondiente al TTA se encontraron picos de
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absorcién a 1395 y 3128 cm* correspondientes a las sefiales de estiramiento N-H

del grupo NH4*.

Para el caso de los TTA de alquiltrimetilamonio encontramos nuevas bandas de
absorcion asociadas a la incorporacion de la cadena alquilica y algunos cambios
con respecto al control TTA. En primer lugar, se observa una disminucion del pico
de absorciéon a 1395 cm™ y un pequefio desplazamiento a 1402 cm, eventos que
sugieren la formacién del complejo trimetilamonio-TTA, ya que, la absorcién a 1402
cm estd asociada a la vibracion de estiramiento del enlace entre N-CHs.
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llustracion 13.- Espectro FTIR para los TTA sintetizados.

El resto de las sefales encontradas en los TTA de alquiltrimetilamonio se
atribuyeron a enlaces C-H y C-C provenientes de la cadena alquilica (Tabla 8). Las
bandas encontradas en 2925 y 2852 cm se asignaron a la vibracion de estiramiento
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del enlace C-H en el metileno (-CH2-), mientras que la sefial de estiramiento -CHo-
CH2- se observa a 722 cm. También, se encuentra un pico a 3005 y 1468 cm
relacionado con el plano antisimétrico vibracional en el metilo (CHs3) y con el
estiramiento C-H del metilo (CHs-), respectivamente. Por ultimo, las bandas
registradas en el rango de 970-905 cm fueron asignadas a las vibraciones de

estiramiento C-C de la cadena alquilica (Van Senden, K.G. 1965).

Cada material sintetizado mostro las sefiales caracteristicas para el estiramiento de
los enlaces W-S, N-H, C-H y N-CHs, las cuales sugieren la formacion de los

tiotungstatos correspondientes (Tabla 8).

Tabla 8.- Seiiales de absorcién obtenidas en el ensayo FTIR para los TTA.

TTA TOCtITTA TDodecilTTA THexadecilTTA

IR v(cm?) Sefial IR u(cm1) Sefial IR v(cm?) Senal IR u(cm) Sefial

463 W-S 452 W-S 453 W-S 463 W-S
860 W-O 725 (CH2)n con 722 (CH2)n 722 (CH2)n
n24 con nz4 con nz4

1395 N-H 908 Cc-C 911 C-C 911 C-C

3128 NH4*, N-H 970 c-C 965 C-C 966 C-C
1402 N-CHs 1402 N-CHs 1402 N-CHs

1468 CHs 1468 CHs 1468 CHs

2855 C-H 2852 C-H 2852 C-H

2925 C-H 2921 C-H 2920 C-H

3005 C-H 3005 C-H 3005 C-H

3128 N-H 3125 N-H 3125 N-H

El andlisis de las sefales de los TTA de alquiltrimetilamonio con relacion a la
proporcion del compuesto (Tabla 9) referida a carbono/tungsteno presentd una
tendencia que describe un aumento de intensidad en la sefial conforme se afiade

una cadena alquilica mas extensa.
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Tabla 9.- Intensidad de las sefiales comparadas en relacion a la proporcién carbono-tungsteno.

Relaciéon TOCtITTA TDodecilTTA | THexadecilTTA
C/W 0.907 1.23 1.81

IV.1.2. Espectrometria UV-Vis

Los espectros de absorbancia obtenidos de los materiales sintetizados se muestran
en la llustracion 14, donde se observa que la cadena alquilica no influye en las
sefales de absorcidn con respecto al espectro del precursor TTA.

— TTA
—— TOCtITTA

—— TDodecilTTA
—— THexadecil TTA

Absorbancia (a.u.)

200 250 300 350 400 450 200

Longitud de Onda (nm)

llustracion 14.- Espectro de absorbancia UV-Vis obtenido de los TTA.

Las bandas de absorcién obtenidas del grupo tetraédrico (WS4)? se muestran a una
longitud de onda de 393, 276 y 216 nm las cuales concuerdan en compuestos
similares segun lo descrito por el grupo de investigacion de G. Alonso (Alonso, G.
et al. 2001).

32



IV.3. Determinacién de la Actividad Antioxidante

IV.3.1. Técnica 2,2-Difenil-I-Picrilhidrazilo (DPPH) para determinacion de la

actividad antioxidante

Los resultados de la técnica DPPH se muestran en la llustracion 15. Es posible
apreciar que los diferentes materiales ayudan en la captacion de radicales libres, es
decir, poseen propiedades antioxidantes que estan directamente relacionadas con

la dosis utilizada.

Ademas, se observo un aumento en la capacidad de captacion de radicales libres
en los TTA de alquiltrimetilamonio en comparacion con el material precursor TTA.
Estos resultados sugieren que la adicion de la cadena alquilica mejora la actividad

antioxidante para el ensayo in vitro del DPPH.
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llustracion 15.- Perfil de los TTA en el ensayo de DPPH.
Curva de concentracion vs actividad antioxidante.
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Los resultados obtenidos en la regresion lineal de los diferentes ensayos de la
técnica DPPH se muestran en la Tabla 10, en la que se expresa la actividad de
captacion de radicales de los distintos materiales en términos de ICso (ug/mL). Estos
resultados representan la media del experimento * la desviacion estandar (SD, por
standard desviation) de tres experimentos independientes. Asimismo, en la

llustracion 16 se muestran los resultados de ICso y del analisis estadistico.

Tabla 10.- Datos obtenidos de la curva de calibracion de los materiales antioxidantes analizados
por el método in vitro DPPH.

Materiales Ecuacion de regresion R2 |Cs0 (ug/mL) + SD
(y=mx+b)
TTA 1.0184x + 2.4929 0.9943 46.65 + 0.36
TOCtITTA 3.1941x + 1.9676 0.9931 15.04 +0.10
TDodecilTTA 9.2024x + 12.9520 0.9988 4.14 +0.28
THexadecilTTA 3.6404x + 1.2005 0.9951 13.19 + 2.33

Se resalta que los tres TTA modificados con cadena alquilica muestran mejor
actividad antioxidante (***p<0.001) en el ensayo de DPPH en comparacion con el
TTA, siendo el TDodecilTTA el material con un perfil mas activo para inhibir el radical
DPPH, con una ICso de 4.14 pg/mL (5.39 pM).

Por otro lado, en la llustracion 16 se puede observar una promocién en la actividad
antioxidante del TTA que aumenta en funcién de la cadena alquilica, como es el
caso del TOctiITTA y el TDodecilTTA. Sin embargo, en el caso del THexadecilTTA
se observa un perfil diferente, ya que se encontré una disminucién en la actividad
antioxidante. Esto podria sugerir que un exceso de carbono tapa los sitios activos

del TTA, misma que se ve reflejada en la capacidad antioxidante del material.
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llustracidn 16.- Valores de ICso (ug/mL) de los materiales estudiados mediante la técnica
DPPH. Se indica la significancia estadistica de los TTA de alquiltrimetilamonio con
respecto al material de referencia TTA (***p<0.001).

Los resultados de ICso obtenidos para el TTA, TOCctITTA, TDodecilTTA y
ThexadecilTTA fueron 46.65, 15.04, 4.14 y 13.19 pg/mL (134, 22.9, 5.39, 14.8 uM),
respectivamente. En este sentido, el acido ascérbico conocido comunmente como
vitamina C es un excelente antioxidante natural que generalmente se utiliza como
referencia, el cual presenta valores de ICso entre 10-600 uM por el método DPPH
(Mishra, K. et al. 2012). Esto nos indica la alta capacidad de los TTA para inhibir al
radical DPPH.

Con respecto a materiales inorganicos, los estudios para evaluar actividad
antioxidante son escasos y por lo tanto, es dificil hacer una comparacién adecuada.
En este sentido, se encontraron valores de ICso para complejos de V, Mo y Ru entre

los 40-80 puM ensayados en el método DPPH (Elsayed, S.A. et al. 2017).
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IV.3.2. Técnica acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

(ABTS) para determinacion de la actividad antioxidante

Los resultados de la técnica ABTS (llustracion 17) muestran que los diferentes
materiales tienen propiedades antioxidantes que se ven directamente influenciadas

por la concentracion, en concordancia con el método DPPH.
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llustracion 17.- Perfil de los TTA en el ensayo de ABTS.
Curva de concentracion vs actividad antioxidante.

A diferencia del método DPPH, esta técnica sefiala que el material con mayor
captacion de radicales es el material precursor, es decir, el TTA. Este material
obtuvo un resultado ICso de 52.24 pug/mL (150 pM) a diferencia de los TTA de
alquiltrimetilamonio que mostraron un valor de ICso de dos a cinco veces mayor.
Esto se puede explicar en funcion de la polaridad de los TTA de alquiltrietilamonio,
hay que considerar que el estudio se lleva a cabo en agua destilada, sin embargo,

los TTA de alquiltrimetilamonio se disolvieron en una mezcla de agua-metanol por
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ser insolubles en agua. Estas diferencias de solubilidad podrian haber disminuido la
interaccion de los TTA con el cation radical, disminuyendo de esta forma, su

capacidad antioxidante.

Los resultados obtenidos en la regresion lineal de los diferentes ensayos de la
técnica ABTS se muestran en la Tabla 11, donde se expresa la actividad de
captacion de radicales de los distintos materiales en términos de ICso (ug/mL). Al
igual que en el ensayo de DPPH, los resultados representan la media del

experimento * la SD de tres experimentos independientes.

Tabla 11.- Datos de calibracion de los materiales antioxidantes analizados por el método ABTS.

Material EC“a‘(:;éf g& rf%;eSié” R? ICso (ug/mL) + SD
TTA 0.8993x + 3.1411 0.9998 52.24 + 2.86
TOCGITTA 0.4644x + 1.9842 0.9997 | 103.77 8.03
TDodecilTTA 0.2640x + 5.1827 0.9961 | 169.80 % 5.27
THexadecilTTA 0.1720x + 4.0495 0.9941 | 278.96 % 39.65

En la llustracion 18 se muestra los resultados de ICso y el nivel de significancia
estadistica, donde se puede observar una diferencia significativa (***p<0.001) del
TTA en comparacion con los TTA con cadena alquilica. Como se observa, el TTA
muestra la mayor capacidad de inhibir el radical ABTS. También se observa una
tendencia a disminuir la actividad antioxidante en funcién del aumento de la longitud

de la cadena alquilica.
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llustracion 18.- Valores de ICso (ug/mL) de los materiales estudiados mediante la técnica ABTS.
Se indica la significancia estadistica de los TTA de alquiltrimetilamonio con respecto al material
de referencia TTA (***p<0.001).
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V. CONCLUSION

Se sintetizo el precursor TTA, asi como una familia de TTA de alquiltrimetilamonio
con cadenas alquilicas con una longitud de 8, 12 y 16 carbonos. Dichos materiales
fueron caracterizados mediante espectrometria FT-IR y UV-Vis, las cuales indican
y confirman la presencia del enlace W-S y la incorporacion de carbono para el caso
de los TTA con carbono.

Se encontr6 que los materiales estudiados eran activos en la captacion de radicales
libres en los métodos in vitro DPPH y ABTS. Los resultados de ICso indican que
tienen alta actividad antioxidante en comparacion con los resultados encontrados
en la bibliografia. Los mejores valores se encontraron para el método DPPH donde
se observd que los TTA modificados con carbono exhibian una actividad
antioxidante mejorada, en comparacién con el TTA, destacandose el material
TDodecilTTA con ICso de 4.14 pg/mL (5.39 uM).

Este trabajo es una aportacion en el estudio de las propiedades biologicas-
terapéuticas de las tiosales de tungsteno. Se espera que esta investigacion
anteceda ensayos de actividad antioxidante donde se exploren diferentes cadenas
alquilicas de longitudes entre 4 y 12 carbonos, buscando una buena relacién
estabilidad-actividad, antioxidante-solubilidad. A su vez, los materiales podrian
probarse en lineas celulares o en modelos in vivo para entender su mecanismo de

accion en sistemas biolégicos.
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ANEXO 1 - Espectroscopia UV-Vis e IR

La radiacion electromagnética se define como la difusién de la energia en un
espacio sin soporte de materia, es decir, por medio de ondas producidas por la

fluctuacion o aceleracion de una carga eléctrica.

La interaccion entre la materia y la radiacion electromagnética, involucra fenémenos
Opticos como la absorcion, transmision, reflexion, refraccion o dispersion. Para que
ocurra dicha interaccion es necesario que la longitud de onda sea del mismo o

menor tamafno que las dimensiones del cuerpo irradiado.
ESPECTROSCOPIA UV-Visible

La absorcion de radiacion ultravioleta o visible resulta de las transiciones dadas en
los electrones de enlace (11, 0) y no enlazantes (n), como se observa en la llustracion
19. Esta transicidbn ocurre al llevar un electron a un grado de excitacién
(antienlazante) que, para cada especie quimica, implica un pico de absorcion propio
gue puede ser correlacionado con los tipos de enlaces de las especies que son
objeto de estudio. De esta manera, la espectroscopia de absorcion molecular es

véalida para la identificacion de grupos funcionales en una molécula.

0" — Antienlazante
n Antienlazante
c—oc*
B R|B| E
P tor|r] ot n—oc*
F—,_'ﬂ -1 Bl o= =]
5 n No enlazante n—> ﬂ:*
n Enlazante ‘I[—}T[*
o Enlazante

llustracion 19.- Transiciones electrdnicas entre niveles de energia moleculares.
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Ademas, con la espectroscopia UV-Vis es posible determinar la cantidad de
radiacion electromagnética que puede absorber o transmitir una sustancia en una
muestra en funcion de la concentracion de la misma. Esta proporcionalidad entre
intensidad de luz absorbida o transmitida y la concentracion de analito viene definida

por la ley de Lambert-Beer.

Para realizar un andlisis usando radiacion UV-vis se utiliza un instrumento
denominado espectrofotometro. Este equipo mide la intensidad de la luz que pasa
a través de una muestra y la compara con la intensidad de luz antes de atravesarla.
La relacién encontrada se denomina transmitancia, la cual se expresa como un
porcentaje (%T). A su vez, la absorbancia (A) se relaciona con la transmitancia

COMO se expresa en la siguiente ecuacion.
A = —log(%T) Q)

El esquema de la llustracion 20 representa la parte interna del instrumento de

medicion UV-vis.

Dispositivo
Obturador

Cubeta de Fotodetector de lectura
I” la referencia 0_9 100

F TS
MeHie hv Filtro o . Py Amplificador \
monocromador
D‘"“"“""

Cubeta de
la muestra

llustracién 20.- Disefio instrumental para espectrofotémetro de haz sencillo.

Este equipo consta de una fuente de luz policromatica donadora de fotones, los
cuales, después de pasar por un filtro 6ptico, fijan la longitud de onda que incide en
la muestra. Posteriormente, la luz transmitida por la muestra es focalizada por un
segundo filtro 6ptico para después llegar al fotodetector que recibe la sefal de la
intensidad de luz transmitida a cada longitud de onda y la amplifica para finalmente

transformarla en una sefial eléctrica que puede ser procesada por un ordenador.
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ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Los espectros de absorcién, emision y reflexion en espectroscopia infrarroja se
pueden explicar asumiendo que todos los resultados son producidos debido a los
distintos cambios energéticos creados por transiciones moleculares de tipo

vibracional o rotacional.

Las posiciones relativas de los &tomos en una molécula no son fijas, sino que
fluctian con regularidad a consecuencia de varios tipos de vibraciones y rotaciones
alrededor de los enlaces en la molécula. Las vibraciones se pueden dividir en dos

categorias de tension y de flexion, las cuales pueden observarse en la llustracién

W W

Simétrica Antisimétrica

(a) Vibraciones de tensién

SO

Balanceo en el plano Tijereteo en el plano
Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

(b) Vibraciones de flexion

llustracion 21.- Tipos de vibraciones moleculares.

Por lo general, la longitud de onda se ve representada en nanometros. Sin embargo,
en la técnica infrarroja, la radiacion electromagnética es descrita en términos de

numero de onda y expresada en cm™,
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Para medir la absorcidon generada por un haz de luz infrarrojo existen 3 tipos de

instrumentos. En este trabajo se empleé un espectrometro de transformada de

Fourier, el esquema de este equipo se observa en la llustracion 22.

Laser Caja
HeNe desecante Piiaatos
Ventana
devkirlo Bobina de
X la fuente
Espejo plano
del interferémetro
Divisor N N oh
del haz - > N
Espejos de barrido
del interfer6metro (2) Detector
IR
N
VAR LS
—_— D B Ventanas
f toroidales
Foco del fijas (3)
haz IR 2
¥ | A Y
Detector de Parada Gptica
la franja l4ser
Espejo plano Ventanas s
del interferémetro de KBr Zona de Cubierta
la muestra protectora
Ventana
toroidal
ajustable

llustracién 22.- Espectrémetro FTIR de un solo haz.

El proceso de este instrumento para determinar la transmitancia o la absorbancia

consiste en obtener un interferograma de referencia mediante una serie de barridos

a un compuesto establecido como referencia, en el caso de este trabajo, KBr.

Posteriormente, se coloca la muestra a analizar en la trayectoria de la radiacién y

se repite la serie de barridos. Finalmente, se calcula la relacion entre los datos

espectrales de la muestra y la referencia, obteniendo la transmitancia a distintas

frecuencias.
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